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ES 2324199 T3

DESCRIPCION

Tribonectinas.

Esta solicitud es una continuacién parcial de la solicitud de patente U.S. que lleva el n°® de serie 09/298,970,
depositada con fecha 23 de abril de 1999, la totalidad de su contenido se incorpora a la presente como referencia.

Antecedentes de la invencion
La invencion se refiere a la lubricacion de las articulaciones de los mamiferos.

La osteoartritis (OA) es una de las formas mas frecuentes de enfermedad articular. Los factores que contribuyen
al desarrollo de la OA incluyen la historia familiar de OA, la lesién previa de la articulacion por lesién o cirugia y la
edad de la articulacion, es decir, el “desgaste” de las superficies que forman la articulacién. La OA es muy frecuente
en grupos de personas mayores, pero también puede afectar a los nifios.

El tratamiento actual estd destinado a aliviar el dolor y otros sintomas de 1la OA, p.ej. mediante la administracién de
farmacos analgésicos y antiinflamatorios. Otras estrategias terapéuticas incluyen la viscosuplementaciéon mediante la
administracion de dcido hialurénico y sus derivados al tejido articular para aumentar la viscosidad del liquido sinovial.

Resumen de la invencion

La invencidn se refiere a un nuevo tratamiento de la osteoartritis y otras enfermedades degenerativas de las articu-
laciones mediante la tribosuplementacién. La tribosuplementacién se realiza administrando directamente polipéptidos
lubricantes a la articulacién lesionada o artritica. A diferencia de la viscosuplementacidn, la tribosuplementacién no
aumenta sustancialmente la viscosidad de la solucion, p.ej. del liquido sinovial, a la que se afiade. La viscosidad de una
solucién a la que afiade una tribonectina aumenta como maximo en un 10%, con preferencia como méaximo en un 5%,
con mayor preferencia como maximo en un 2%, con preferencia especial como méaximo en un 1%. Con preferencia
muy especial, la viscosidad de la solucién a la que se afiade una tribonectina permanece invariable o disminuye.

Por consiguiente, la invencién proporciona una tribonectina. Una tribonectina es un lubricante artificial de la capa
limite, que contiene por lo menos una repeticion de una secuencia de aminodcidos, que es idéntica por lo menos en un
50% con KEPAPTT (SEQ ID NO: 3). La invencién proporciona una tribonectina que contiene por lo menos un resto
lubricante unido a través de O, dicho resto lubricante es un resto S(1-3)GalGalNAc. La secuencia de aminoécidos de
la estructura proteica de una tribonectina de origen natural puede ser diferente en funcién del empalme alternativo
de exones del gen del factor estimulador de megacariocitos (MSF) humano. Por ejemplo, la tribonectina contiene los
aminodcidos de 1 a 24 y de 200 a 1404 de la SEQ ID NO: 1, pero carece de los aminodcidos 25-199 de la SEQ ID
NO: 1. La tribonectina contiene los aminoécidos de 1 a 156 y de 200 a 1404 de la SEQ ID NO: 1, pero le faltan los
aminodcidos de 157 a 199 de la SEQ ID NO: 1. La tribonectina contiene los aminodcidos de 1 a 106 de la SEQ ID
NO: 1y de 200 a 1404 de la SEQ ID NO: 1, pero carece de los aminodcidos de 107 a 199 de la SEQ ID NO: 1. La
tribonectina contiene los aminodcidos de 1 a 25 de la SEQ ID NO: 1, de 67 a 106 de la SEQ ID NO: 1 y de 200 a 1404
de la SEQ ID NO: 1, pero le faltan los aminoacidos de 26 a 66 de la SEQ ID NO: 1. Las tribonectinas son polipéptidos
de origen natural purificados o polipéptidos sintéticos o recombinantes. La secuencia de aminodcidos de la estructura
de las tribonectinas sintéticas o recombinantes es idéntica por lo menos en un 50% con la secuencia de aminodcidos
de una tribonectina de origen natural y posee por lo menos un 50% de la actividad lubricante de una tribonectina de
origen natural.

Una tribonectina se formula para la administracion a una articulacién de un mamifero o a otro tejido, p.ej. teji-
do cardiaco, cuya lubricacién se desea. Con preferencia, la tribonectina es un polipéptido lubricante recombinante o
sintetizado quimicamente. Por ejemplo, una tribonectina incluye un polipéptido sustancialmente puro, cuya secuencia
de aminodacidos incluye por lo menos una unidad repetitiva, pero menos de 76 unidades repetitivas. Cada subunidad
contiene por lo menos 7 aminodcidos (y por ejemplo 10 o menos aminodcidos). La secuencia de aminoacidos de cada
subunidad es idéntica por lo menos en un 50% con la SEQ ID NO: 3 y un aminodacido no idéntico de la secuencia
de referencia es una sustitucion conservadora de aminoacido. Por ejemplo, uno o los dos restos treonina se sustituyen
por un resto serina. Con preferencia, la secuencia de aminoacidos de la subunidad es idéntica a la SEQ ID NO: 3. La
tribonectina puede contener ademds una o mas unidades repetitivas de la secuencia de aminodcidos XXTTTX (SEQ
ID NO: 4). Los polipéptidos u otros compuestos aqui descritos se dice que son “sustancialmente puros” si dentro de
las preparaciones el compuesto de interés estd presente por 1o menos en un 60% en peso (materia seca). Con prefe-
rencia, la preparacién contiene por lo menos un 75%, con mayor preferencia por lo menos un 90% y con preferencia
especial por 1o menos un 99% en peso del compuesto de interés. La pureza puede medirse por cualquier método
apropiado, por ejemplo, por cromatografia de columna, electroforesis a través de gel de poliacrilamida o por andlisis

LC.

Cuando se dice que un polipéptido o molécula de 4cido nucleico concretos tienen una identidad porcentual espe-
cifica con un polipéptido o molécula de dcido nucleico de referencia, de una longitud definida, la identidad porcentual
se refiere al polipéptido o molécula de acido nucleico de referencia. Por tanto, un péptido que es idéntico en un 50%
con un polipéptido de referencia que tiene una longitud de 100 aminodcidos quiere decir que un polipéptido de 50
aminodcidos es completamente idéntico a una porcién de una longitud de 50 aminoécidos del polipéptido de referen-
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cia. Puede ser también un polipéptido de 100 aminodcidos que es idéntico en un 50% con el polipéptido de referencia
tomando en consideracién toda su longitud.

Un polipéptido o molécula de 4cido nucleico que es “sustancialmente idéntico” con un polipéptido o molécula de
acido nucleico de referencia determinados es un polipéptido o molécula de dcido nucleico que tiene secuencia que es
idéntica por lo menos en un 85%, con preferencia en un 90% y con mayor preferencia en un 95%, 98%, 99% o més
con la secuencia del polipéptido de referencia o de la molécula de acido nucleico. La “identidad” tiene un significa-
do ya reconocido en la técnica y se calcula con arreglo a métodos publicados, bien conocidos, p.ej. Computational
Molecular Biology, 1988, Lesk A.M., coord., Oxford University Press, Nueva York; Biocomputing: Informatics and
Genome Projects, 1993, Smith, D.W., coord., Academic Press, Nueva York; Computer Analysis of Sequence Data,
parte I, 1994, Griffin, A.M. y Griffin, E.G., coord., Humana Press, New Jersey; Sequence Analysis in Molecular Bio-
logy, 1987, Heinje, G., Academic Press, Nueva York; y Sequence Analysis Primer, 1991, Gribskov, M. y Devereux, J.,
coord., Stockton Press, Nueva York. Existen, pues, muchos métodos para calcular la identidad entre dos secuencias de
polinucleétido o de polipéptido y el término “identidad” ya es conocido por los expertos y tiene un significado definido
en relacion con el método especificado determinado. La identidad de secuencia aqui descrita se mide con el paque-
te informdtico Lasergene (DNASTAR, Inc., Madison, WI). Se emplea el médulo MegAlign del método Clustal V
(Higgins y col., CABIOS 5 (2), 151-3, 1989. Los pardmetros empleados son: penalizacién de intervalo = 10, penali-
zacién de longitud de intervalo = 10.

Como alternativa, los 4cido nucleicos que difieren de una secuencia de referencia determinada se hibridan con gran
restriccion con una hebra de DNA que tiene una secuencia de referencia o su complemento. Las condiciones de alta
restriccion son la hibridacion a 42 grados C en formamida del 50%, un primer lavado a 65 grados C en 2 X SSC y un
segundo lavado a 65 grados C en 0,2 X SSC.

Una tribonectina se caracteriza por reducir el coeficiente de friccidn () entre superficies de apoyo. Por ejemplo, la
reduccién de la friccion se mide “in vitro” detectando una reduccién de la friccion en un aparato que emplea apoyos de
latex: vidrio. La reduccion de friccién se mide también “in vivo”, p.ej. midiendo la reduccién del dolor del paciente.
Las tribonectinas de la invencién son composiciones lubricantes. Se estudia la funcién lubricante de los polipéptidos
que tienen por lo menos un 50% (pero menos del 100%) identidad de secuencia de aminodcidos con una secuencia de
referencia midiendo la reduccién del u entre las superficies de apoyo.

Una tribonectina de la invencién incluye a un oligosacdrido unido a través de O y comprende N-acetilgalactosamina
y galactosa en la forma beta(1-3)Gal-GalNAC. Por ejemplo, los dominios repetitivos KEPAPTT (SEQ ID NO: 3) y
XXTTTX (SEQ ID NO: 4) se glucosilan con el beta(1-3)Gal-GalNAC (que algunas veces puede estar tapado con
NeuAc en la forma de (1-3)Gal-GalNAC-NeuAc. El término “glucosilado” referido a un polipéptido significa que un
resto hidrato de carbono estd presente en uno o mas sitios de la molécula de polipéptido. Un 10%, con preferencia
por lo menos un 20%, con mayor preferencia por lo menos un 30% y con preferencia especial por lo menos un 40%
de la tribonectina de la invencién estd glucosilada. Puede estar glucosilada hasta un 50% o mads de la tribonectina. El
porcentaje de glucosilacién se determina en peso.

Un polipéptido de tribonectina contiene un fragmento sustancialmente puro de MSF. Por ejemplo, el peso mole-
cular de una tribonectina sustancialmente pura que tiene una secuencia de aminodcidos de una tribonectina de origen
natural se sitda en el intervalo de 220-280 kDa. Con preferencia, el peso molecular aparente de una tribonectina es
menor que 230 kDa, con mayor preferencia menor que 250 kDa y con preferencia especial menor que 280 kDa. Un
fragmento de proteina o polipéptido se define como un polipéptido que tiene una secuencia de aminoédcidos que es
idéntica parcial, pero no totalmente, con la secuencia de aminoécidos de una proteina o polipéptido de origen natural,
de los que se deriva, p.ej. el MSF. La tribonectina puede contener un polipéptido, cuya secuencia de aminodcidos es
idéntica por lo menos en un 50% con la secuencia de restos 200-1140, ambos inclusive, de la SEQ ID NO: 1; p.ej.
contiene la secuencia de aminodcidos de restos 200-1140, ambos inclusive, de la SEQ ID NO: 1. En otro ejemplo,
el polipéptido contiene una secuencia de aminodcidos que es idéntica por lo menos en un 50% con la secuencia de
restos 200-1167, ambos inclusive, de la SEQ ID NO: 1, p.ej. una que tenga la secuencia de aminodcidos idéntica a
los restos 200-1167, ambos inclusive, de la SEQ ID NO: 1. El polipéptido contiene una secuencia de aminodcidos
que es idéntica por lo menos en un 50% con la secuencia de restos 200-1212, ambos inclusive, de la SEQ ID NO: 1,
p-€j. la secuencia de aminodcidos de restos 200-1212, ambos inclusive, de la SEQ ID NO: 1, o el polipéptido contiene
una secuencia de aminodcidos que es idéntica por lo menos en un 50% con la secuencia de restos 200-1263, ambos
inclusive, de la SEQ ID NO: 1, p.ej. una secuencia de aminoacidos idéntica con los restos 200-1263, ambos inclusive,
de la SEQ ID NO: 1. Con preferencia, la secuencia del polipéptido carece de la secuencia de aminodcidos de restos 1-
24, ambos inclusive, de la SEQ ID NO: 1 y/o de la secuencia de aminodcidos de restos 67-104, ambos inclusive, de la
SEQ ID NO: 1.

La invencién se refiere también a una molécula aislada de 4cido nucleico que codifica a una tribonectina. Por
ejemplo, el 4cido nucleico incluye una secuencia que es idéntica por lo menos en un 50% con los nucleétidos 631-
3453, ambos inclusive, de la SEQ ID NO: 2. Con preferencia, el 4cido nucleico codifica a un polipéptido que tiene la
secuencia de aminodcidos de restos 200-1140 de la SEQ ID NO: 1. Por ejemplo, el 4cido nucleico tiene una secuencia
de nucleétidos idéntica a la de los nucledtidos 631-3453, ambos inclusive, de la SEQ ID NO: 2, o una variante
degenerada de la misma. Una molécula aislada de 4cido nucleico es una molécula de dcido nucleico que se ha separado
de las secuencias codificadoras 5’ y 3’ o de las secuencias no codificadoras, de la que es inmediatamente contigua en
el genoma de origen natural de un organismo. Las moléculas aisladas de dcidos nucleicos incluyen a las moléculas de
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dcidos nucleicos que no son de origen natural, p.ej. las moléculas de dcidos nucleicos creadas por técnicas de DNA
recombinante. Por ejemplo, el dcido nucleico de la invencién incluye a los nucleétidos 631-3453, ambos inclusive, de
la SEQ ID NO: 2, pero no a los nucleétidos que estdn en una posiciéon inmediatamente contigua a aquellas secuencias
en la secuencia gendmica de origen natural o en el cDNA de origen natural.

Esta también contemplado por la invencién un método de lubricar una articulacién de mamifero poniendo en con-
tacto dicha articulaciéon con MSF purificado o con una tribonectina. El mamifero es con preferencia un ser humano,
un caballo, un perro, un buey, un asno, un ratén, una rata, una cobaya, una vaca, una oveja, un cerdo, un conejo, un
mono o un gato y la articulacién es una articulacién del tipo rodilla, codo, hombro, cadena o cualquier otra articu-
lacién que pueda soportar peso. Las tribonectinas se administran por via intraarticular. La lubricacién terapéutica de
la articulacion se efectia también por terapia genética, p.ej. poniendo en contacto la articulacion o el liquido sinovial
con un 4cido nucleico que codifique a una tribonectina. Por ejemplo, se administran los dcidos nucleicos a la cavidad
sinovial mediante una inyeccidn intraarticular.

Ademds de funcionar como lubricante de la capa limite en las articulaciones de los mamiferos, una tribonectina
puede utilizarse como lubricante de capa limite entre tejidos blandos de mamiferos, por ejemplo la piel u érganos
internos, o entre tejidos de mamiferos y dispositivos médicos, por ejemplo un implante prostético. Por consiguiente, la
invencién abarca una composicién biocompatible que contenga una tribonectina en forma adecuada para la inhibicién
de la adhesion a un tejido. Por ejemplo, la tribonectina puede adoptar la forma de una pelicula, una membrana, una
espuma, un gel o una fibra. El término “pelicula” se emplea aqui para indicar una sustancia formada por compresién
de una espuma o de un gel sobre una membrana delgada, p.ej. por vertido en un molde plano y secando con aire
para formar una membrana delgada, o por compresiéon de un gel o de fibras, o dejando o provocando que las fibras
o el gel se deshidraten. El término “espuma” se emplea aqui para indicar una sustancia que tiene estructura porosa
y se forma p.ej. por introduccion de aire dentro de una solucién, suspension, gel o fibra de tribonectina. El término
“bioabsorbible” se emplea aqui para indicar la capacidad de material compatible con el tejido para degradarse en el
cuerpo después de la implantacién, dando lugar a productos no téxicos que se eliminan del cuerpo o se metabolizan.
Una sustancia “biocompatible” es una expresion que se emplea para indicar que no tiene efectos toxicos ni lesivos
inaceptables en sentido médico, que pudieran afectar la funcién bioldgica.

Las composiciones de tribonectina para impedir las adhesiones pueden formularse también en forma de composi-
ciones idoneas para la extrusién, p.ej. en forma de molde sobre el que puede crecer el tejido sin adherirse a él.

Un método para inhibir la adhesién entre una primera superficie y una segunda superficie de un mamifero se realiza
colocando una tribonectina entre la primera superficie y la segunda para impedir la adhesion de dichas superficies de
un mamifero. Por ejemplo, una superficie o las dos son un tejido de mamifero y una tribonectina colocada entre
ellas impide la formacién de adhesiones durante el proceso de curaciéon. Como alternativa, la primera superficie o la
segunda (o ambas) son un dispositivo artificial, por ejemplo un implante ortopédico. Los tejidos a tratar incluyen a los
lesionados por incisién quirdrgica o por trauma.

También dentro de la invencién se contempla un método de diagnéstico de la osteoartritis o de la predisposicién a
sufrirla que consiste en extraer una muestra bioldgica de un mamifero y medir la cantidad de un fragmento de MSF
en dicha muestra biolégica. El aumento de la cantidad frente a un control, p.ej. un valor predeterminado asociado a
un diagndstico negativo o a una muestra bioldgica de un mamifero del que se sabe que no sufre osteoartritis, indica
que el mamifero sufre osteoartritis o estd predispuesto a desarrollar una osteoartritis. Cualquier muestra biolégica es
adecuada para el ensayo en el método de diagndstico; por ejemplo, la muestra biolégica es de liquido sinovial, sangre,
suero u orina. Con preferencia, el fragmento de MSF contiene la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 3. Como
alternativa, el fragmento de MSF contiene la secuencia de aminoacidos de EPAPTT (SEQ ID NO: 5; un producto de
descomposicion de la tribonectina provocada por la tripsina) o la secuencia de aminoacidos de PTTKEP (SEQ ID NO:
6; un producto de descomposicion de la tribonectina provocada por la elastasa).

Otras caracteristicas y ventajas de la invencidn resultardn manifiestas a partir de la descripcidn que sigue de las
formas de ejecucion preferidas de la misma y de las reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 es un diagrama de un alineamiento de la secuencia de aminoédcidos del MSF y de una tribonectina
humana. Los exones 7, 8 y 9 del MSF se presentan completos; el exén 6 se presenta en forma abreviada, porque
es muy largo (940 aminodcidos). El exén 6 contiene un total de 76 unidades repetitivas de la secuencia KEPAPPT
degenerada (SEQ ID NO: 3), que actiian como sitios de O-glucosilacion. Se presentan sobre fondo oscuro los restos
lisina/arginina del extremo C de los fragmentos tripticos secuenciados. Se presentan sobre fondo oscuro y se subrayan
los amino4cidos 214-222 y 300-309 correspondientes a los cebadores delantero e inverso especificos del exén 6.

Las coordenadas de la secuencia de aminoacidos se refieren a la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 1.
Las figuras 2A-B son diagramas de isoformas fenotipicas de expresion de la tribonectina en fibroblastos sinoviales
humanos y condrocitos articulares, respectivamente. En la figura 2A se representan graficamente exones de MSF

expresados en isoformas de tribonectina. En la figura 2B se representa esquemdticamente la expresion de exones
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en condrocitos articulares comparadas con los fibroblastos sinoviales. Los exones 2, 4 y 5 se empalman de modo
alternativo, conduciendo a la expresion en isoformas.

La figura 3 es un diagrama que representa los limites de empalme alternativo de las isoformas de tribonectina V1,
V2y V3.

Descripcion detallada

Se identifica y aisla un gran nimero de isoformas de tribonectina de origen natural. Por ejemplo, se purifica
un polipéptido lubricante humano del liquido sinovial y se observa que contiene aminoécidos codificados por los
exones 2 y 4-12 del gel del MSF (pero no los exones 1 6 3). El gen que codifica al MSF de longitud completa de
origen natural contiene 12 exones y el producto genético del MSF de origen natural contiene 1404 aminoécidos con
multiples homologias de secuencia de polipéptido con la vitronectina, incluidas las regiones de tipo hemopexina y de
tipo somatomedina. El ex6n 6 de posicién central contiene 940 restos. El exén y codifica al dominio de mucina O-
glucosilado. Un polipéptido codificado por los nucleétidos 631-3453 de la SEQ ID NO: 2 proporciona una lubricacién
de capa limite del cartilago articular.

TABLA 1

Secuencia de aminodcidos del MSF

MAWKTLPIYLLLLLSVFVIQQVSSQDLSSCAGRCGEGYSRDATCNCDYNCQHYMECC
PDFKRVCTAELSCKGRCFESFERGRECDCDAQCKKYDKCCPDYESFCAEVHNPTSPPS
SKKAPPPSGASQTIKSTTKRSPKPPNKKKTKKVIESEEITEEHSVSENQESSSSSSSSSSSS
TIWKIKSSKNSAANRELQKKLKVKDNKKNRTKKKPTPKPPVVDEAGSGLDNGDFKVT
TPDTSTT! KPINPRPSLPPNSDTSKETSLTVNKETTVETKETTTINK
TSTDGKEKTT KDLA VLAKPTPKAETTTKGPA KEPTPT

TPKEPASTTPKEPTPTTIKSAPTT E&EEAPTITKSAPTTPKEPAPTITKEPAPTYP&EPAP

[TTKEPAPTT “gSAE[ TPKEPAPTTPKKPAPTTPKEPAPTTPKEPTPTIPKEPAPTTKEPA
A PKEPAP APTTTKEPSPTTPKEPA SAP KE

PAP’I’!TKSAPTTPKEPSPTWKEPAPTTPKEPAPT'I'PKKPAPTTPKEPAPIT PKEPAPTTT
KKPAPTAPKEPAPTTPKETAPTTPKKLTPTTPEKL APTTPEKPAPTTPEELAPTTPEEPTP
PAPTTPKEPAPTTPKEPAPTTPK KGTAPTTLK
P TSTTSDKPAPTTPKGTAP P KEPAPTTP
AP P AP DKPA TIPKEPAP
P PTTPETPPPTTSEVSTP KEPTTIHKSP SAEPTP ENSPKEPGVP
TTKTPAATKPEMTTTAKDKTTERDLRTTPETTTAAPKMTKETATTITEKTTESKITATT
TQVISTITODTTPFKITTLKTTTLAPKVITTKKTITTTEIMNKPEETAKPKDRATNSKA
TTPKPQKPTKAPKKPTSTKK P P TSTMPEINPTSRIAEAML
TTTRPNQTPNSKLVEVNPKSEDAGGAEGETPHMLLRPHVFMPEVTPDMDYLPRVPNQ
GHINPMLSDETNICNGKPVDGLTTLRNGTLVAFRGHYFWMLSPFSPPSPARRITEVWGI
PSPIDTVFTRCNCEGKTFFFKDSQYWRFTNDIKDAGYPKPIFKGFGGLTGQIVAALSTA
KYKNWPESVYFFKRGGSIQQYIYKQEPVQKCPGRRPALNYPVYGEMTQVRRRRFERA
IGPSQTHTIRIQYSPARLAYQDKGVLHNEVKVSILWRGLPNVVTSAISLPNIRKPDGYD
YYAFSKDQYYNIDVPSRTARAITTRSGQTLSKVWYNCP (SEQ ID NO:1)
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1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

gcggcecgcga
ctgttgttge
tgtgcaggga
tgtcaacact
tgtaaaggcc
tgtaagaagt
cccacatcac
aaatcaacaa
gaatcagagg
tcetectett

gctaatagag
aagaaaccta

ctattcggta
tgctgtctgt
gatgtgggga
acatggagtg
gctgctttga
atgacaagtg
caccatcttc
ccaaacgttc
aaataacaga
cctcttettc

aattacagaa
ccecccaaace
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TABLA 2
cDNA del MSF

cctgaaaaca
tttcgtgatt
agggtattct
ctgccctgat
gtccttcgag
ctgtcecgat
aaagaaagca
acccaaacca
agaacattct
ttcaacaatt

gaaactcaaa
accagttgta

gacttcaagg

tcacaactcc

tgacacgtct

acgatggcat
cagcaagttt
agagatgcca
ttcaagagag
agagggaggg
tatgagagtt
cctccacctt
ccaaacaaga
gtttctgaaa
tggaaaatca
EXON 6

gtaaaagata

gatgaagctg gaagtggatt

accacccaac

ggaaaacact
catctcaaga
cctgcaactg
tctgcactgce
agtgtgactg
tctgtgcaga
caggagcatc
agaagactaa
atcaagagtc
agttttccaa

acaagaagaa

acaataaagt

tcccatttac
tttatcaagc
tgattataac
ggagctttcc
cgacgcccaa
agtgcataat
tcaaaccatc
gaaagttata
ctcctectee
aaattcagct

cagaactaaa

ggacaatggt
cagcacatct

cccaagatca

caacagcaaa

accaataaat

cccagaccca

gtcttccacc

taattctgat

acatctaaag

agacgtcttt

actacaacaa

ataaacagac

gacagtgaat
ttcaactgat

acacaaagta

aaacctacac
cccacgccca

tagagaaaac
ccaaagctga

ccactccceaa

accatcaagt

ctgcacccac

atctgctaaa

aaagagacaa

cagttgaaac

taaagaaact

ggaaaagaga agactacttc

gatttagcac

ccacatctaa

aactacaacc

aaaggccctg

ctctcaccac

cgctaaagag
agtgctggcet
tcccaaggag

ggagccgtgca tctaccacac ccaaagagcc cacacctacc

cacccceccaag

cccaccacte
aaggagecctg

ccaa agcce

cacccaccac

tgaacccacc
caccaaggag

gagcctgcac
accaccaagg

ccaccaccac

caagtctgca

agcctgcacc

caccactccc

cctgcaccca

ccaccaccaa

gtctgcaccc

accactccca

gagcctgcac

accaccaagg
cctgccccaa

aggagcctgc
ccaccactce

acccaccacc

cccaagaage

ctgccccaac

tacccccaag

caaggagcge

acacccacca

ctcccaagga

gcctgcacce

agcctgcacc
ctacccceccaa

caccactccce
ggagcctgca

aaagagcttqg cacccactge
cccaccactc ccaaggagcce

accaccaagg

agccttcacc

caccactcce

aaggagcctg

cacccaccac

ccccaagaag
tgcacccacc

caccaagctc

gcacccacca
aaggagcctt

ctaccaagga

cacccaccac

ccecaccacce

ccaagaagcc

aaggaacctg

cacccaccac

gcctgcaccce

accactacca

agtctgcacc

caccactccce

caccaaggag
tgccccaact

cctgcaccca

ccactcccaa

acccccaagqg

agcctgcacc

ggagcctgca
caccactccce

caccaagaag cctgcagcca ccgctceccaa

ccaactaccce

ccaaggagac

tgcacccacc

acccccaaga agctcacgcece

agagcctgcce

caccacececee
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1821
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981

gagaagctcg
cccaccacce

cacccaccac
ctgaggagcc
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ccctgagaag
cacacccacc

aaggcagcgg
ccaactaccc

ctcccaacac

ccctaaggag

ccegeacceca

ccaccccetga

acccctgagg
cctgctccaa

agcctgcectcc

ggagctcgca
caccactccc

ctaccecctaa

ggagcctgct

ctaaggagcc

tgctccaact

acccctaagg

aaa act
tccaaggagc

ctccaactac

cctcaaggaa

cctgcaccca

agactgctce
ctactcccaa

ttgcacccac

caccaccaag

gagcccacat

ccaccacctce

gctccaacta

ccectaaggg

gactgctcca

actaccccta

adgadcctgce

aactacccct

gaagcctgcce

tgacaagccc
tccaactacc

cctaaggagc

ctgctgccaac tacccctaag gggactgctc caactaccct caaggaacct

gcacccacta

ctcccaagaa

cccacatcca

ccacctctga

acccccaagg

agcctcgacc

gcctgeccccec

caagcctgct
cactacccce

cctectccaa

ccacttcaga

ggtctctact

aaggagcttg
ccaactacac

aagaagcctg

ccaactacca

cacccaccac

caccaagggyg

ctaaggagac
ctccaactac

ccaaggagcce

tgctccaact

tcectgagaca
taccactatc

cacaaaagcce

ctgatgaatc

gaaaacagtc

ccaaggaacc

aactcctgag
tggtgtacct

ctttctgca
acaactaaga

aacccacacc

aaaagctctt

ctcctgcagce

gactaaacct

gaaatgacta

caacagctaa

agacaagaca

actacaactg

ctgcacctaa

gatgacaaaa

acagaaagag
gagacagcaa

acttacgtac

tacacctgaa

ctacaacaga

aaaaactacc

gaatccaaaa

taacagctac

aaccacacaa

gtaacatcta

ccacaactca

agataccaca

ccattcaaaa

ttactactct

taaaacaact

actcttgcac

ccaaagtaac

tacaacaaaa

aagacaatta

ctaccactga

agagctacta

attctaaagc

gattatgaac
gacaactcct

aaacctgaag

aaacagctaa

accaaaagac

aaacctcaaa

agccaaccaa

agcacccaaa

aaacccactt

ctaccaaaaa

gccCaaaaaca

atgctcagag

ccaactcccce
gaagccatgc

gcaagatgac
tccaaaccac

atcaacaatg

ccagaattga

tgagaaaacc

aaagacgaca

aaccctacctc aagaatagce

caccagacct

aaccaaactc

caaactccaa

actagttgaa

gtaaatccaa

agagtgaaga

tgcaggtggt

gctgaaggag

aaacacctca

tatgcttctc

aggccccatyg
aatcaaggca

tgttcatgcc
ttatcatcaa

tgaagttact

cccgacatgg

attacttacc

tcccatgctt

ccagtagatg
ttctggatgc
ggtattcctt
ttctttaagg
aaaccaattt
gctaaatata
cagtatattt
tatccagtgt
ccttctcaaa
aaaggtgtcc
gttacctcag
ttttctaaag
actcgttctg
aggaggagtc
aataaagaat
atcattacac
ttaattaata
aaaagaaaaa
taccctagtt
acaacttcaa
tctaaaagtt
cataatcaca
gagatacaac
tttaaggaag
tacaaatctg
atttaataaa

gactgactac
taagtccatt
cccccattga
attctcagta
tcaaaggatt
agaactggcc
ataaacagga
atggagaaat
cacacaccat
ttcataatga
ctatatcact
atcaatacta
ggcagacctt
aactaatgaa
attgacatga
taaaacagat
tttcctectgt
agaatcaaat
cattataaaa
tggaaattat
atattggaaa
aagctttatc
aaatgaatat
aaatcaataa
tctacatgaa
actttggaac

5041 a (SEQ ID NO: 2)

tttgcgcaat
cagtccacca
tactgttttt
ctggcgtttt
tggaggacta
tgaatctgtg
acctgtacag
gacacaggtt
cagaattcaa
agttaaagtg
gcccaacatc
taacattgat
atccaaagtc
gaaatgaata
gtataccagt
ttgataatct
ttattcctce
tgaatatatc
aatatctagg
tacaagcaga
acatggaaat
gtgttgtata
aacactataa
atataaaata
gtttacagat
attaaaaaaa

tccgatgaga
gggacattag
tctececagete
actaggtgca
accaatgata
actggacaaa
tattttttca
aagtgccctg
aggagacgtc
tattcacctg
agtatactgt
agaaaacctg
gtgcctagta
tggtacaact
ataaattttg
ttatatataa
tattcacagt
tctcectecec
ttttaagaat
cattgtggat
ttaatccctce
attaaaattt
aaaaaattaa
cacttcatat
taagcacata
tggtaaatat
taaattggag

ccaatatatg
ttgcattccg
gcagaattac
actgtgaagg
taaaagatgc
tagtggcagc
agagaggtgg
gaagaaggcc
gctttgaacg
ccagactggc
ggagaggact
acggctatga
gaacagcaag
gtccttagac
acactgaaaa
aaatgttttt
tgttattgtt
attgcatggc
tcaaaactag
ataaaactgt
tttttgtgac
tacactttta
caatataatg
tttccaaatc
tttattatat
catctgctca
gcttaaaaaa

gagagtaccc
ccatggtaag

aggtcattat
tgaagtttgg
aaaaactttc
agggtacccc
gctttcaaca
cagcattcag
tgctctaaat
tgctatagga
ttatcaagac
tccaaatgtg
ttactatgcc
agcaattact
tgatgagcaa
acattttatt
aaacttgaca
tacagaccat
tcacacctgt
tgtattcact
tgggtattct
acaagtacaa
ctagctaaaa
gcaataggta
ttaatttgga
atctaaggta
acatgtaatt
aaaaaaaaaa
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TABLA 3

Limites de los exones del MSF

exon Sccuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 Secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 2
1 1-24, inclusive 34-105, inclusive

2 25-66, inclusive 106-231, inclusive
3 67-104, inclusive 232-345, inclusive
4 105-153, inclusive 346-498, inclusive
5 156-199, inclusive 499-630, inclusive
6 200-1140, inclusive 631-3453, inclusive
7 1141-1167, inclusive 3454-3534, inclusive
8 1168-1212, inclusive 3535-3670, inclusive
9 1213-1263, inclusive 3671-3822, inclusive
10 1264-1331, inclusive 3823-4026, inclusive
11 1332-1371, inclusive 4027-4146, inclusive
12 1372-1404, inclusive 4147-4245, inclusive

El lubricante de capa limite aislado del liquido sinovial es una variante de empalme alternativo del MSF. Se ha
encontrado que esta variante de empalme alternativo es la composicién presente en el liquido sinovial que confiere
propiedades lubricantes a la articulacion. El lubricante de capa limite aislado del liquido sinovial humano contiene
aminodcidos codificados por los exones 2 y 4-12 del gen del MSF, es decir, la variante de empalme alternativo carece
de los aminodcidos codificados por los exones 1 y 3 del gen del MSF. Un polipéptido recombinante o producido
quimicamente que contengan por lo menos el exén 6 (pero no los exones 1 6 3) del MSF es ttil para prevenir y/o tratar
una enfermedad osteoartritica. Para lubricar las articulaciones de los mamiferos se administra también un polipéptido
recombinante o producido quimicamente lubricante que contiene por lo menos una repeticién de la secuencia de
aminodcidos KEPAPTT (SEQ ID NO: 3) ya sea idéntica, ya sea con una sustitucién conservadora.

Produccion y purificacion de polipéptidos recombinantes lubricantes

Para producir polipéptidos recombinantes se transfecta el DNA que contiene el exén 6 de MSF (nucleétidos 631-
3453 de la SEQ ID NO: 2) con un vector de expresion apropiado a una célula. El DNA puede contener ademas algunos
o todos los exones 7 (nucleétidos 354-3534 de la SEQ ID NO: 2), 8 (nucledtidos 3535-3670 de la SEQ ID NO: 2)
0 9 (nucledtidos 3671-3822 de la SEQ ID NO: 2) del gen del MSF. Los cebadores para los métodos de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para generar un DNA que abarque varios exones de MSF se indican a continuacién.
Otras isoformas se expresan clonando 4cidos nucleicos correspondientes a los exones del MSF que codifican a las
secuencias de aminodcidos que se pretenden expresar.

TABLA 4
Cebadores para la PCR
exones del | cebador delantero cebador inverso
MSF
“"* | ’AGATTTATCAAGCTGTGCA | STTTACAGGAAAGC
GGGAG3’ TCCGCAGTG3’
(SEQ ID NO:7) (SEQ ID NO:8)
mone 5"TCAAGGTCACAACTCCTGA | 5CTCTCGGTAAGTAATC
CACGY’ CATGTCGG3’
(SEQ ID NO:9) (SEQ ID NO:10)
morsl2 | S TTGTTGCTGCTGTCTGTTIT | S"TGGATAAGGTCTGCCC
CG3’ AGAACGAG3’
(SEQ ID NO:11) (SEQID NO:12)
exones 6-12
5’TCAAGGTCACAACTCCTGA S’GATGGTGTGTGTTTGA
CACGY® GAAGGTCC3’
(SEQ ID NO: 13) (SEQ ID NO:14)




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2324199 T3

En la biologia molecular ya se conocen los métodos para disefiar los cebadores delantero e inverso empleados
para obtener los DNA que codifican a los polipéptidos de tribonectina de varias longitudes y que incorporan varios
exones del gen del MSF, p.ej. para obtener un polipéptido codificado por los exones 2, 4-12; exones 6-9; y exones
2, 4-9. Los expertos en la biologia molecular ya conocen los métodos estdndar para transfectar células de acido
nucleico aislado. Por ejemplo, se transfectan células procariotas o eucariotas de cultivo con el DNA de la invencién
unido operativamente a las secuencias de control de expresién apropiadas para lograr un nivel alto de expresion en
la célula. Estas células son ttiles para producir grandes cantidades del polipéptido lubricante, que se purifican por
métodos estandar. Se emplean los polipéptidos lubricantes terapéuticamente para el tratamiento o la prevencién de
enfermedades artriticas. Ademads, los polipéptidos pueden utilizarse para generar anticuerpos contra glucoproteinas o
glucopéptidos lubricantes de origen natural o producidos por métodos recombinantes.

Por ejemplo, el producto genético recombinante se expresa en forma de proteina de fusién y se purifica emplean-
do un sistema comercial de expresion y purificacion, p.ej. el sistema de expresion pFLAG (IBI). Los sistemas de
expresion que pueden emplearse para las finalidades de la invencién incluyen, pero no se limitan a: microorganis-
mos tales como bacterias (p.ej. E. coli y B. subtilis) transformadas con vectores de expresion de DNA bacteri6fago
recombinante, DNA plasmido o DNA césmido que contienen la molécula de dcido nucleicos aqui descrita. Para la pro-
duccién de polipéptidos glucosilados se emplean sistemas de expresion eucariotas. Se emplean levaduras (por ejemplo,
Saccharomyces y Pichia) transformadas con vectores de expresién de levaduras recombinantes que contienen al 4ci-
do nucleico recombinante que codifica a un polipéptido de tribonectina. Son también ttiles los sistemas de células
de insectos infectadas con vectores de expresion viricos recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que contienen las
moléculas de 4cido nucleico que codifican a una tribonectina y sistemas de células de mamiferos (p.ej. células COS,
CEO, BEK, 293, VERO, HelLa, MDCK, W138 y NIH 3T3) que albergan constructos de expresion recombinantes
que contienen promotores derivados del genoma de células de mamiferos (p.ej. el promotor de metalotioneina) o de
virus de mamiferos (p.ej. el promotor tardio de adenovirus y el promotor 7.5K del virus de la vacuna). Ademds de las
aplicaciones clinicas, se inyectan los polipéptidos recombinantes a conejos o roedores para producir anticuerpos del
modo descrito a continuacion.

El liquido sinovial de una articulacién inflamada o lesionada contiene enzimas proteoliticas que degradan a las
proteinas o polipéptidos lubricantes. Por ejemplo, las células inmunes infiltradas, por ejemplo los neutréfilos, secretan
tripsina y/o elastasa. Incluso una lesién de menor importancia de una articulacién o un estado inflamatorio pueden
derivar en una infiltracién celular y en la secrecion de enzimas proteoliticas, que provocan una sinovitis traumatica.
La sinovitis durante un periodo de unos pocos dias o semanas puede provocar la pérdida de la capa citoprotectora
de la articulacién, que a su vez conduce a la pérdida de cartilago. Los apoyos cartilaginosos no lubricados pueden
experimentar un desgaste prematuro que puede ser el inicio de la osteoartritis. Los individuos que presentan a ni-
vel clinico una efusién traumdtica (p.ej. “agua en la rodilla”) estdn predispuestos a desarrollar una osteoartritis; la
elaboracién de enzimas proteoliticas degrada y agota las composiciones lubricantes de origen natural del liquido si-
novial. El agotamiento de las composiciones lubricantes naturales se observa en otras enfermedades inflamatorias de
las articulaciones, por ejemplo en la artritis reumatoide. Reemplazando o suplementando el liquido sinovial de estas
articulaciones lesionadas con las composiciones lubricantes de la invencién se impide el desarrollo de la osteoartritis
a largo plazo (p.ej. afios, incluso décadas después) y se lubrica de inmediato la articulacién, minimizando el dafio a
corto plazo.

Para lubricar articulaciones de mamiferos se emplean andlogos, homdlogos o miméticos de péptidos lubricantes
que son menos susceptibles de degradacién “in vivo”. Los andlogos pueden diferir de los péptidos de origen natural
por la secuencia de aminodcidos, o por modificaciones que no afectan a la secuencia, o por ambas cosas. Las modifi-
caciones (que normalmente no alteran la secuencia primaria) incluyen la derivatizacién quimica “in vivo™ o “in vitro”
de los polipéptidos, p.ej. la acetilacién o la carboxilacion. Se incluyen también las modificaciones de glucosilacion,
p.€j. las realizadas modificando los modelos de glucosilacién de un polipéptido durante su sintesis y procesado, o en
los pasos posteriores del procesado, p.ej. exponiendo el polipéptido a enzimas que afecten a su glucosilacién, p.ej.
enzimas de glucosilacién o desglucosilacién en mamiferos.

Cuando la degradacidon proteolitica de los péptidos después de la inyeccion a un sujeto es un problema, la sustitu-
ci6n de un enlace peptidico especialmente sensible por un enlace peptidico mimético no rompible hace que el péptido
resultante sea mds estable y, por tanto, mds util como agente terapéutico. Para hacer que los péptidos terapéuticos sean
menos susceptibles de descomposicién por accién de las peptidasas, como son la tripsina o la elastasa, los enlaces
peptidicos de un péptido podrdn reemplazarse por un tipo alternativo de enlace covalente (un “péptido mimético”).
La tripsina, elastasa y otras enzimas pueden obtenerse por infiltraciéon de células inmunes durante la inflamacién de
la articulacién. La tripsina rompe el enlace peptidico del lado carboxi de la lisina y de la arginina; la elastasa rompe
el lado carboxi de la alanina y de la glicina. La trombina, una serina-proteasa que estd presente en las articulaciones
hemorrégicas, rompe un enlace peptidico del lado carboxi de la arginina. Las colagenasas son un grupo de enzimas
producidas por los fibroblastos y condrocitos cuando el metabolismo sinovial estd alterado (p.ej. durante una lesion).
Estas enzimas rompen el lado carboxi de la glicina y de la prolina. Uno o més enlaces peptidicos sensibles a las pep-
tidasas, p.ej. los que aparecen en la secuencia repetitiva del KEPAPTT (SEQ ID NO: 3), se alteran (p.ej. se sustituyen
por un enlace no peptidico) convirtiendo el sitio en menos susceptible de rotura, con lo cual se aumenta la vida media
clinica de la formulacién terapéutica.

Tales miméticos y los métodos de incorporarlos a los polipéptidos ya son conocidos en la técnica. De igual mane-
ra, la sustitucion de un resto de L-aminoécido por un resto de D-aminoéacido es un método estandar para aumentar la
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resistencia del polipéptido a la protedlisis. Son también titiles los grupos de bloqueo del extremo amino, por ejemplo
los grupos t-butiloxicarbonilo, acetilo, teflo, succinilo, metoxisuccinilo, suberilo, adipilo, azelailo, dansilo, benciloxi-
carbonilo, fluorenilmetoxicarbonilo, metoxiazelailo, metoxiadipilo, metoxisuberilo y 2,4-dinitrofenilo.

Las formulaciones clinicas de las tribonectinas pueden contener también inhibidores de inhibidores de peptidasas,
como es la N-metoxisuccinil-AlaAla-Pro-Val-clorometilcetona (inhibidor de la elastasa). Otros inhibidores de protea-
sa clinicamente aceptables (p.ej. los descritos en Berling y col., Int. J. Pancreatology 24, 9-17, 1998) como son la
leupeptina, aprotinina, «1-antitripsina, @2-macroglobulina, el inhibidor de la a1-proteasa, antiquimotripsina (ACHY),
el inhibidor secretorio de proteasa en leucocitos (PSTI), se co-administran también con una tribonectina para reducir
la rotura proteolitica y aumentar la vida media clinica. Puede administrarse también un c6ctel de dos o mas inhibidores
de proteasas.

Las composiciones de polipéptidos de tribonectina o 4cido nucleicos que codifican a estos polipéptidos se formu-
lan en excipientes estandar, fisiologicamente compatibles, ya conocidos de la técnica, p.ej. solucién salina tamponada
con fosfato (PBS). Otras formulaciones y métodos para fabricar estas formulaciones son bien conocidas y pueden
encontrarse p.ej. en el manual “Remington’s Pharmaceutical Sciences”. Las tribonectinas se formulan también con
preparaciones de dcido hialurénico no reticulado o composiciones de viscosuplementacién, por ejemplo preparacio-
nes de acido hialurénico reticulado. Cuando se afiade una tribonectina a una formulacién de viscosuplemento, la
interaccidn de la tribonectina con el 4cido hialurénico reduce la viscosidad del viscosuplemento.

Los métodos de obtencion de glucopéptido y determinar el % de glucosilacién ya son conocidos en la técnica,
p.€j. se describen en la patente US-5,767,254. La presencia de N-acetilgalactosamina es indicativa de la presencia de
oligosacéridos unidos a través de O (o de oligosacaridos unidos a través de Ser/Thr), en los que GalNAc se encuentra
normalmente en el alfa-enlace O-glucosidico contiguo al aminodcido. La presencia de oligosacarido unido a través
de O es se detecta también por fijacidn sobre Jacalin-sefarosa, una lectina vegetal inmovilizada que se fija sobre la
secuencia del disacarido central Gal-beta-(1-3)-GalNAc unido a Ser/Thr en glucoproteinas, o la aglutinina de cacahue-
te, que se fija sobre el beta-(1-3)-Gal-GalNAC. Aplicando métodos estdndar se distinguen los oligosacaridos unidos
a través de O de los oligosacaridos unidos a través de N. Por ejemplo, los oligosacdridos que tienen un enlace O-
glucosidico, pero no un enlace N-glucosidico, son susceptibles de separarse del péptido por tratamiento con una base
suave, en presencia de borhidruro sédico (50 mM NaOH, 1M NaBH,, 16 h a 45°C) para realizar la reaccién de beta-
eliminacién.

Aplicaciones veterinarias

La osteoartritis canina es un trastorno clinico predominante, que se trata aplicando los métodos aqui descritos. Se
estima que la osteoartritis afecta a uno de cada cinco perros adultos; se estima que 8 millones de perros sufren esta
enfermedad degenerativa, potencialmente debilitante. Ademdas, muchos duefios no se dan cuenta de los signos de dolor
crénico de sus perros. Cualquier perro puede desarrollar una osteoartritis, pero los que corren un riesgo mayor son los
perros de razas grandes, los perros geridtricos, los perros muy activos (p.ej. los animales empleados para el trabajo o
para el deporte) y los que tienen anomalias articulares congénitas, por ejemplo la displasia de cadera o de codo.

Las enfermedades articulares degenerativas equinas, como la osteoartritis, es una causa de cojera y de merma
de actividad de los caballos. Al igual que en los humanos y en otros mamiferos, las enfermedades degenerativas de
las articulaciones que afectan a los caballos son trastornos progresivos de las articulaciones sinoviales caracteriza-
dos por la degeneracién del cartilago articular y la efusién de la articulacién. El trauma agudo o crénico, el abuso,
la enfermedad de desarrollo, la inestabilidad de la articulacién y la edad prolongada conducen a la sinovitis, al tras-
torno del metabolismo del condrocito y a la formacién de fisuras en el cartilago articular. Las enzimas destructoras,
por ejemplo la tripsina, elastasa, estromalisina y la hialuronidasa se liberan dentro de la articulacién, degradan el
liquido sinovial y los componentes del cartilago, provocando una menor viscosidad del liquido sinovial, peor lu-
bricacién, depresién en el metabolismo del cartilago y mayor desgaste, que conducen al dolor y a la erosién del
cartilago. Las estrategias terapéuticas actuales incluyen medicaciones para paliar el dolor y los farmacos antiinflama-
torios. Las composiciones y métodos aqui descritos son titiles para recuperar la capacidad lubricante de la articulacién
afectada.

Administracion de polipéptidos terapéuticos

Se aplican los métodos estindar de administracién de péptidos. Los expertos ya conocen estos métodos. Para
la administracion intraarticular, se introduce la tribonectina en la cavidad sinovial en una concentracién de 20-500
mg/ml en un volumen aproximadamente de 0,1-2 ml por inyeccién. Por ejemplo, se inyecta 1 ml de una tribonectina
de una concentracién de 250 g/ml a la articulacién de la rodilla empleando una jeringuilla fina (p.ej. calibre 14-22,
con preferencia calibre 18-22). Las composiciones de la invencién son también apropiadas para la administracion
parenteral, por ejemplo intravenosa, subcutdnea, intramuscular o intraperitoneal.

Para impedir las adhesiones quirdrgicas, las tribonectinas aqui descritas se administran en la forma de gel, espuma,
fibra o tejido. Una tribonectina formulada de este modo se coloca sobre o entre las interfases del tejido dafado o
expuesto, con el fin de impedir la formacién de adhesién entre las superficies yuxtapuestas. Para que sea eficaz, el gel
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o la pelicula debe permanecer en el sitio e impedir que los tejidos entre en contacto durante un tiempo suficientemente
largo para que cuando el gel finalmente se disperse y los tejidos entren en contacto, ya no tengan tendencia a adherirse.
Se evalua la capacidad de las tribonectinas formuladas para la inhibicién o prevencién de la formacién de adhesiones
(p-ej. en forma de membranas, tejidos, espumas o geles) para impedir las adhesiones post-quirdrgicas en un modelo
de abrasion cecal en ratas (Goldberg y col., en Gynecologic Surgery and Adhesion Prevention; Wiley-Liss, pp. 191-
204, 1993). Se colocan las composiciones alrededor de ciegos de rata desgastados quirtirgicamente y se comparan con
los controles no tratados (animales, cuyos ciegos se desgastan pero que no reciben tratamiento alguno). La reduccién
de la cantidad de adhesiones formadas en el modelo de ratas en presencia de la formulacién de tribonectina frente a la
cantidad en ausencia de tal formulacién indica que la formulacién es clinicamente eficaz para reducir la formacién de
adhesiones de tejido.

Las tribonectinas se emplean también para recubrir las extremidades y las articulaciones artificiales antes de su im-
plantacién a un mamifero. Por ejemplo, estos dispositivos se sumergen o se bafian en una solucién de una tribonectina,
p-€j. del modo descrito en las patentes US-5,709,020 o 5,702,456.

Los polipéptidos lubricantes tienen una longitud por lo menos de 10 aminodcidos (que contienen por lo menos
una unidad repetitiva KEPAPTT (SEQ ID NO: 3) o por lo menos una XXTTTX (SEQ ID NO: 4)), normalmente una
longitud de 20 aminoécidos contiguos, con preferencia por lo menos 40 aminodcidos contiguos, con mayor preferencia
por lo menos 50 aminoécidos contiguos y con preferencia especial por lo menos de 60 a 80 aminodcidos contiguos. Por
ejemplo, el polipéptido tiene aproximadamente una longitud de 500 aminodcidos y contiene 76 unidades repetitivas
KEPAPTT (SEQ ID NO: 3). El polipéptido tiene una longitud no superior a 1404 restos, p.€j. tiene la secuencia de
aminodcidos del MSF de origen natural (SEQ ID NO: 1), pero carece por lo menos de 5, 10, 15, 20 o 24 aminoécidos
del MSF de origen natural. Estos péptidos se generan por métodos que los expertos ya conocen, incluida la rotura
proteolitica de una proteina de MSF recombinante, la sintesis total o la ingenieria genética, p.ej. la clonacién y la
expresion por lo menos de los exones 6, 7, 8 y/o 9 del gen del MSF.

Los polipéptidos de tribonectina se purifican también por métodos bioquimicos. La enzima quimotripsina rompe
por sitios, lo cual agrupa aminodcidos codificados por el exén 6 del gen del MSFE. De este modo se obtiene un po-
lipéptido que contiene aminoécidos codificados por el ex6n 6 del gen del MSF (pero no por cualquier otro exén de
MSF) a partir de un producto genético de MSF de origen natural o producido por métodos recombinantes, mediante
la digestién enzimdtica con quimotripsina. Después se somete el polipéptido a la purificacién bioquimica estandar
para obtener un polipéptido sustancialmente puro, apropiado para la administracion terapéutica, la evaluacion de la
actividad lubricante o la produccién de anticuerpos.

Las composiciones terapéuticas se administran en un vehiculo farmacéuticamente aceptable (p.ej. solucién salina
fisiolégica). Los vehiculos se eligen en funcion del modo o via de administracién y de la practica farmacéutica estandar.
Una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion terapéutica (p.ej. un polipéptido lubricante) es una cantidad
que es capaz de producir un resultado médicamente deseable en un animal tratado, p.ej. la lubricacién de la capa
limite de una articulacién de un mamifero. Un resultado médicamente deseable es la reduccion del dolor (medida,
p.¢j. empleando una escala visual analégica del dolor, descrita por Peyron y col., J. Rheumatol. (supl. 39), 10-15,
1993) o una mayor capacidad de mover la articulacién (medida p.ej. empleando la podometria descrita por Belcher y
col., J. Orthop. Trauma 11, 106-109, 1997). Otro método para medir la lubricacién del liquido sinovial después del
tratamiento consiste en reaspirar un pequefio volumen de liquido sinovial de la articulacién afectada y analizar las
propiedades lubricantes “in vitro” empleando un aparato de friccién que se describe a continuacion.

Como ya se sabe en las técnicas médicas, la dosificacién administrada a cualquier animal dependera de muchos
factores, incluido el tamafio del animal, la extension de la superficie corporal, la edad, el compuesto particular que
se administra, el sexo, el tiempo y la via de administracién, el estado general de salud y los demds farmacos que
puedan administrarse de modo simultdneo. La administracién serd normalmente local a la articulacién lesionada o
inflamada. Como alternativa, los polipéptidos pueden administrarse mediante un implante de liberacién lenta en el
tiempo, colocado en la proximidad inmediata a la articulacién, para que libere lentamente el farmaco en el sitio de la
articulacion lesionada o inflamada.

Terapia genética

La terapia genética se realiza administrando al mamifero un 4cido nucleico que codifique a un polipéptido lubrican-
te terapéutico, p.ej. el DNA que codifica a una o mds unidades repetitivas o a la secuencia de aminodcidos KEPAPTT
(SEQ ID NO: 3) o el DNA que codifica un fragmento lubricante del MSF, empleando vectores estandar y/o sistemas
de transporte genético. Los sistemas apropiados de transporte genético incluyen los liposomas, los sistemas de trans-
porte mediados con receptores, los DNA desnudos o los vectores viricos, por ejemplo los herpes virus, retrovirus,
adenovirus y virus adeno-asociados.

Ademéds del sistema de transporte genético recién descrito, la composicion terapéutica puede incluir un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, p.ej. un vehiculo biolégicamente compatible, por ejemplo una solucién salina fisiol6-
gica, idénea para la administracién a un animal. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién de acido
nucleico o polipéptido es una cantidad que es capaz de producir un resultado médicamente deseable en un animal tra-
tado, p.ej. una reduccién del dolor asociado con el movimiento de la articulacién, un aumento de la funcién lubricante
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del liquido sinovial. Para la administracién del compuesto puede utilizarse la via parenteral, por ejemplo la intraveno-
sa, subcutdnea, intramuscular e intraperitoneal. Con preferencia, las composiciones terapéuticas, tales como los dcidos
nucleicos o los polipéptidos se administran por via intraarticular. La dosis destinada a cada paciente dependerad de mu-
chos factores, incluyendo la talla del paciente, la extension de su superficie corporal, su edad, el compuesto concreto
a administrar, el sexo, el tiempo y la via de administracidn, el estado general de salud y tomando en consideracién
otros firmacos que se administren de modo simultaneo (p.ej. fairmacos antiinflamatorios, firmacos viscoterapéuticos).
Una dosis preferida para la administracién de dcido nucleicos se sitda aproximadamente de 10° a 10?2 copias de la
molécula de 4cido nucleico.

Se introducira el DNA en las células diana del paciente con vectores estdndar, p.ej. un vector que contenga el DNA
que codifica a una tribonectina unida operativamente con la secuencia de promotor. Los sistemas idéneos de transporte
genético pueden incluir a los liposomas, los sistemas mediados por receptores, el DNA desnudo y los vectores viricos,
tales como el herpes virus, retrovirus y adenovirus, entre otros.

El DNA puede administrarse localmente empleando sistemas de transporte de tipo adenovirus o virus adenoasocia-
dos, aplicando métodos estandar. Por ejemplo, en la patente US-5,858,355 se describen métodos de administracién de
DNA por via intraarticular al liquido sinovial y los métodos de administracion de DNA a células del liquido sinovial
(p-¢j. fibroblastos sinoviales o condrocitos). Las tinicas secuencias de accidn cis requeridas para la replicacién y em-
paquetado de vectores de virus recombinantes adeno-asociados (AAV) son las unidades repetitivas AAV-terminales.
Hasta 4 kb de DNA se insertan entre las unidades repetitivas sin efectuar replicacion ni empaquetado virico. Para em-
paquetar un vector AAV recombinante se co-transfecta un pldsmido que contenga las unidades repetitivas terminales
y el DNA que codifique a un polipéptido terapéutico a las células con un plasmido que exprese las proteinas de AAV-
rep y de capside. Las células transfectadas se infectan entonces con virus adeno-asociados y se aisla el virus AAV
recombinante que contenga las secuencias deseadas a partir de dichas células, aproximadamente 48-72 horas después
de la transfeccion. Después se administra el virus recombinante para las aplicaciones de terapia genética, aplicando
métodos ya conocidos.

La electroporacién es otro método para la introduccion del DNA en células diana, p.ej. fibroblastos sinoviales
o condrocitos, “ex vivo”. Las células que tienen que someterse a electroporacién se colocan en una solucién salina
tamponada con Hepes (EBS), en una concentracién aprox. de 107 células por ml. El DNA que se quiere someter a
electroporacién se afiade en una concentracién de aproximadamente 5-20 microgramos/ml de EBS. Se introduce la
mezcla en un dispositivo de electroporacién y se aplica un campo eléctrico segtin los métodos estandar, p.ej. dentro del
intervalo de 250 a 300 voltios. Una vez introducido el DNA en las células sinoviales “ex vivo”, se vuelven a trasplan-
tar las células sinoviales autélogas modificadas genéticamente en el dador mediante una inyeccién intraarticular. Se
inyectan aproximadamente 107 células por via intraarticular a las articulaciones en un volumen de aproximadamente
1 ml.

Las células sinoviales a las que se introducido el DNA se obtienen aplicando métodos rutinarios, p.ej. mediante un
artroscopio. El artroscopio es una varilla hueca, pequefia, insertada en la rodilla mediante una pequefia herida punzante,
que permite el acceso del instrumento quirdrgico para extraer por artroscopia las células sinoviales. En algunos casos,
las células sinoviales de tejido escindido por artroscopia se extraen asépticamente por digestion enzimatica de la matriz
de tejido conjuntivo. Por ejemplo, se corta el sinovio en pieza de aproximadamente 1 mm de didmetro y se digiere
sucesivamente en tripsina (0,28 p/v en solucién salina equilibrada de Gey) a 37°C durante 30 minutos y en colagenasa
(0,2% p/v en solucién de sal equilibrada de Gey) a 37°C durante 2 horas. Se inyecta una suspension de las células
modificadas genéticamente en la articulacién del mamifero receptor. Las inyecciones intraarticulares de este tipo son
acciones rutinarias que se efectian en la consulta del médico sin necesidad de intervencién quirdrgica adicional. Si
fuera necesario se efectuardn inyecciones repetidas.

Como alternativa, se formula el DNA (desnudo o empaquetado en un virus) en un vehiculo farmacéutico idéneo y
se inyecta por via intraarticular. La terapia genética puede aplicarse también como medida profildctica para prevenir el
desarrollo de la osteoartritis en aquellos individuos, de los que se han detectado que son muy susceptibles de desarrollar
esta enfermedad, p.ej. los que han sufrido una lesion articular aguda. La inyeccién intraarticular directa de un DNA
que codifica a un polipéptido terapéutico en una articulacién se traduce en la transfeccién de las células sinoviales del
receptor para permitir la expresion del DNA.

Los farmacos que estimulan un promotor endégeno de tribonectina, p.ej. el TGF-beta, pueden administrarse tam-
bién del modo antes descrito para aumentar el nivel de expresién sinovial.

Produccion de anticuerpos especificos de polipéptidos lubricantes sinoviales

Los anticuerpos especificos de polipéptidos lubricantes se obtienen por técnicas que los expertos ya conocen. Tales
anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Los anticuerpos policlonales pueden obtenerse, por ejemplo,
por métodos descritos en Ghose y col., Methods in Enzymology, vol. 93, 326-327, 1983. Por ejemplo, se emplea un
polipéptido lubricante codificado por los nucleétidos 632-3453 de la SEQ ID NO: 2 como inmundgeno para estimular
la produccién de anticuerpos policlonales en los antisueros de un conejo. Pueden aplicarse métodos similares para
generar antisueros en animales del tipo cabras, ovejas y roedores.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2324199 T3

Los anticuerpos monoclonales se obtienen por procesos bien conocidos, descritos por Milstein y Kohler en Nature
256, 495-497, 1975, o modificados por Gerhard, Monoclonal Antibodies, Plenum Press, pidginas 370-371, 1980. Se
exploran hibridomas para identificar a los que producen anticuerpos que sean muy especificos de un polipéptido
lubricante sinovial. Con preferencia, €l anticuerpo tiene una afinidad por lo menos de 108 litros/mol y con mayor
preferencia una afinidad por lo menos de 10° litros/mol. Los anticuerpos monoclonales o policlonales proporcionan
un medio para purificar rdpidamente grandes cantidades de polipéptidos recombinantes lubricantes.

Aparte de los anticuerpos dirigidos contra el nicleo peptidico de una tribonectina, es deseable también un an-
ticuerpo dirigido contra la porcién aziicar o contra un complejo glucopéptido de una tribonectina. Para generar un
anticuerpo contra el nicleo peptidico se emplea un péptido que abarque los aminoédcidos 200-350 de la SEQ ID NO:
1. Para generar tales anticuerpos se emplean también péptidos mds cortos, p.ej. de una longitud de 8-15 aminoécidos,
que son idénticos a la porcién de 8-15 aminodcidos de aminodcidos 200-350 de la SEQ ID NO: 1. Otros péptidos,
que pueden utilizarse como inmundgenos para los anticuerpos especificos del nicleo peptidico de una tribonectina,
incluyen a los que estdn en la regién de los aminoacidos 24-66 de la SEQ ID NO: 1, los aminoécidos 105-155 de la
SEQ ID NO: 1 o los aminoécidos 156-199 de la SEQ ID NO: 1. Para generar anticuerpos que se fijan sobre un poli-
péptido de tribonectina glucosilada (pero no sobre la forma desglucosilada o no glucosilada), el inmunégeno serd con
preferencia un glucopéptido, cuya secuencia de aminodcidos abarca una porcién muy glucosilada de una tribonectina,
p-€j. un péptido con una secuencia de aminodacidos de restos 200-1140 de la SEQ ID NO: 1. Se emplean también como
inmundgenos a glucopéptidos mds cortos, p.ej. de una longitud de 8-15 aminodcidos, de la misma regién altamente
glucosilada. Los métodos para generar los anticuerpos contra biomoléculas muy glucosiladas ya son conocidos en la
técnica, véase p.ej. los descritos por Schneerson y col., J. Exp. Med. 152, 361-376, 1980.

Meétodos de diagnostico

La osteoartritis es una enfermedad que se desarrolla lentamente y es dificil de diagnosticar hasta que alcanza sus
ultimos estadios, cuando el dolor articular suele compeler al individuo a recurrir al tratamiento médico. El diagnéstico
temprano de la osteoartritis o la predisposicidn a desarrollar esta enfermedad permite una intervencién temprana para
prevenir o reducir el desarrollo de la osteoartritis avanzada. La invencién proporciona métodos para deteccion precoz
de esta enfermedad o de la predisposicién a desarrollarla mediante la exploracién de liquidos corporales, por ejemplo
el suero o la orina para determinar la presencia de fragmentos de tribonectinas de origen natural o la presencia de
fragmentos del MSF. La deteccién y cuantificacion de estos péptidos en liquidos bioldgicos ya es conocida en la
técnica. Por ejemplo, se realiza un ensayo ELISA sandwich estdndar empleando dos anticuerpos diferentes (p.ej. un
primer anticuerpo que se fija sobre la porcién oligosacdrido del glucopéptido y un segundo anticuerpo que se fija sobre
el ndcleo peptidico del glucopéptido) dirigidos contra una tribonectina de origen natural. Como alternativa se emplea el
andlisis estandar de proteinas por cromatografia liquida y espectroscopia de masas, del modo descrito a continuacién,
para detectar los fragmentos del MSF en muestras biolégicas. El valor de control es un valor predeterminado, asociado
con un diagndstico negativo; como alternativa, una muestra de control es una muestra biolégica de un mamifero del
que se sabe que no padece osteoartritis. Un incremento de la cantidad, comparada con el control, de 30 veces el valor
del control o muestra indica que el animal sufre osteoartritis o estd predispuesto a desarrollar la osteoartritis.

Caracterizacion de una tribonectina de liquido sinovial humano

Se recogen partes alicuotas de liquido sinovial de pacientes sometidos a artroscopia de diagndstico y reemplazo
total de la rodilla y se ensayan en el aparato de friccién. En ambos casos se aspira el liquido sinovial antes de iniciar
cualquier procedimiento quirtrgico y se centrifuga inmediatamente a 10,000 x g a 4°C durante 2 h para eliminar los
escombros celulares. Se desechan las muestras contaminadas con sangre. Las partes alicuotas de capacidad lubricante
normal se retinen y se almacenan a -20°C.

Purificacion y aislamiento de la tribonectina

Se filtra el liquido sinovial humano (200 ml) a través de unidades de filtro estériles de 0,22 micras (Nalgene) a 4°C
durante dos dfas. Se rascan de las membranas del filtro los materiales retenidos y se suspenden de nuevo en un tampén
50 mM NaAc, de pH 5,5, hasta un volumen original del liquido sinovial que contiene inhibidores proteoliticos: 1 mM
fluoruro de fenilmetil-sulfonilo (PMSF), 1 mM 4cido paracloromerctirico-benzoico (PCMB) y 10 mM etilenodiamina-
tetraacetato (EDTA). La digestion del dcido hialurénico se realiza a 37°C con estreptomices-hialuronidasa en 1 U/ml
de liquido sinovial resuspendido. Se introduce el material digerido en una columna DEAE (Whatman International,
Maidstone, UK), se completa el volumen a 300 ml, se equilibra con tampén NaAc, 50 mM y se lava con 1,5 1 del
mismo tampon. Se eluye el material con actividad lubricante a través de la matriz DEAE con NaCl 1M. Se recoge 11
de lavado y se concentra mediante una celdilla de flujo Amicon de 500 ml con una membrana XM-100 (corte de peso
molecular: 100 kDa). Se dializa la muestra concentra frente a tampdn fosfato 25 mM, de pH 7.4, que contiene 0,15 M
NaCl y 0,5 mM CaCl,.

Se introduce el material concentrado, fijado sobre DEAE, en la parte superior de una columna de afinidad de
aglutinina de cacahuete (PNA)-agarosa, con un tamafio de lecho ajustado a 25 ml, equilibrada a temperatura ambiente
con tampdn fosfato 25 mM y 0,15 NaCl, de pH 7,4. Se eluye la proteina no fijada con el mismo tampoén hasta que la
absorbancia a 230 y 280 nm desciende hasta la linea de base. El material con actividad lubricante se eluye sobre todo en
presencia de un gradiente gradual de a-lactosa en una concentracién de 0,07 M en Tris 25 mM y 0,15 M NaCl, de pH
7,4. Se introduce este material en la parte superior de una columna de Actigel ALD-agarosa (Sterogene Bioseparations,
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Arcadia, CA) unida a través de los grupos amina al anticuerpo monoclonal murino contra la fibronectina humana
(Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA) para eliminar la fibronectina, que es un contaminante. Se evalda la
pureza del material eluido con un andlisis SDS-PAGE (5-15% acrilamida) tefiido con azul Coomassie y con un analisis
HPLC.

Los patrones de electroforesis de proteina se adquieren a GibcoBRL (Grand Island, NY) y el patrén de escalera de
DNA se adquiere a FMC Bioproducts (Rockland, ME).

Cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC)

Se eluye una columna Bondpak C18 de 3,9 x 150 mm (Waters, Milford, MA) en fase inversa con un 45% (v/v)
de metanol (Sigma) y un 5% (v/v) de acetonitrilo (Aldrich) de calidad HPLC, con un caudal de 1 ml/min a 35°C. Se
somete el liquido eluido a andlisis en un detector de matriz de fotodiodos PDA 996 (Waters) y se analizan las fracciones
de los picos de material con graficos de pureza calculados con el programa informatico Millenium 32 (Waters).

Aparato de friccion

Se emplea un aparato de friccién estdndar (p.ej. el aparato descrito por Jay y col., Conn. Tiss. Res. 28, 71-88,
1992, o0 Jay y col., J. Biomed. Mater. Res. 40, 414-418, 1998) para medir la actividad lubricante. Se hace oscilar latex
natural contra un anillo de vidrio pulido, con una zona constante de contacto de 1,59 cm?. El sistema de apoyo se
carga axialmente dentro de un sistema de articulaciones carddn, libre para girar con respecto a dos ejes horizontales
perpendiculares. Se eligen el latex y el vidrio como materiales de apoyo porque presentan una superficie plana con
poca altura de asperezas, del orden de 0,05 mm. El latex, al igual que el cartilago, se adapta. Dentro del sistema de
cardanes, estas superficies poseen una coplanaridad casi perfecta. Por tanto no se generan cufias de liquido y solamente
esta presente una capa fina de liquido frontera. La velocidad de arrastre (es decir, la velocidad de desplazamiento) es
de 0,37 mm/s, con una presién constante de contacto de 0,35 x 10° N/m>.

El aparato de friccion registra desplazamientos del sistema de cardanes alrededor del eje vertical de carga gracias a
un trasductor de tensién por desplazamiento lineal, cuyo voltaje de salida es directamente proporcional a la magnitud
del par de friccidn. El pico de la amplitud de pico de esta sefial se relaciona con y mediante el calibrado previo con
pares de friccién conocidos.

Se limpian a fondo las superficies a ensayar antes de utilizarlas. Se lava una pieza de 3,8 x 3,8 cm de létex, fijada
sobre un esparrago de acero inoxidable, con una corriente de agua desionizada destilada (ddw) durante 2 min. Después
se coloca en un bafio poco profundo de solucién salina fisiol6gica NaCl al 0,9% (PS). Se ducha el marco de vidrio
con una solucién de detergente 7X al 1% (v/v) (Flow Laboratories, McLean, VA) en ddw durante 10 min y se deja
impregnar en la misma solucién a 100°C. Se realiza también una ducha de 5 min con la solucién 7X caliente y posterior
enjuague durante 2-4 min en una corriente de ddw.

Se mide el u a 35°C, pero antes se realiza una medicién de linea base del ¢ con la PS. La lubricacién se manifiesta
en una reduccién del u con respecto al u de la PS. Los valores delta negativos indican lubricacion, mientras que los
valores positivos indican friccién. La adicién de 200 ml de PS y después 200 ml del lubricante a ensayar se realizan
colocando las superficies de apoyo en una proximidad suficiente para que la solucién humecte las dos superficies.
Pasados 5 min de equilibrado, se deja descansar el apoyo recubierto con latex sobre el vidrio, de modo que oscile.
Los voltajes de pico a pico se registran automdaticamente después de 1, 3 y 5 min. Entonces se separan las superficies
durante 2 min y se vuelven a poner en contacto para otra sesiéon de 5 min. Los valores u de los 3 y 5 min de las dos
ultimas sesiones de 5 min se estabilizan tipicamente y se registran.

Se adquiere la fibronectina de suero humano a la empresa Sigma Chemical (FO895, St. Louis, MO) y se dializa
frente a una PS antes de utilizarse en el aparato de friccion.

Los lubricantes de capa limite ejercen su efecto cambiando las caracteristicas fisico-quimicas de la superficie. Las
superficies de apoyo tienen que generar una repulsiéon muta para lubricarse en el modo de limites. Los ejemplos tipicos
de lubricantes limites a temperatura ambiente son el grafito, el Teflon y el sulfuro de molibdeno. Estas composiciones
reducen la friccién entre las superficies de apoyo y por ello se emplean como controles positivos del ensayo para medir
las propiedades lubricantes de las tribonectinas. Las tribonectinas son lubricantes limites que pueden tener un caricter
anfipatico recubriendo superficies hidréfobas no biolégicas, como son las del latex. El componente oligosacarido de
una tribonectina se entrelaza con el entorno acuoso circundante. Cuando se eliminan los aziicares dltimo y penultimo
de una tribonectina de origen natural purificada a partir de liquido sinovial, se elimina la capacidad lubricante.

El artrotripsémetro de latex: vidrio ofrece una via directa para ensayar repetidamente los factores lubricantes
biolégicos purificados con buena reproducibilidad. El 1tex natural y el vidrio pulido son superficies de apoyo con poca
variacion (o quizd ninguna) en las caracteristicas fisico-quimicas de un ensayo al siguiente. En cambio, un cartilago
resectado apoyado sobre vidrio pulido o sobre otro cartilago sufrird una deformacién, que no puede controlarse con
precision. El valor y observado en un apoyo de cartilago-cartilago lubricado con liquido sinovial se sitia entre 0,005 y
0,024. Los valores de u del sistema latex: vidrio son considerablemente mas elevados y se sitian por ejemplo en 0,04
o menos. Las diferencias del u entre los materiales de apoyo se atribuyen al contenido de agua del 80% (p/p) que tiene
el cartilago.
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Andlisis de proteinas por cromatografia de liquidos y espectrometria de masas (LC-EM)

El andlisis LC-EM estandar se realiza con materiales digeridos tripticos del material lubricante purificado descrito
en péginas anteriores. Se analizan bandas escindidas de geles de SDS-PAGE de 2 mm de grosor y gradiente 5-20%
(Biorad Laboratories, Hercules, CA) que contienen el material lubricante. Se desglucosila el material con NaNasa III
y O-glucosidasa DS (Glyko, Novato; CA). Se efectda la desglucosilacion con las enzimas anteriores de actividades
de 0,17 U/ml y 0,10 U/ml, respectivamente, durante 18 h en presencia de 0,5 mg/ml de una tribonectina purificada
de liquido sinovial. En todos los casos, las rebanadas de gel se cortan por el centro de la banda y tienen un tamafio
de 16 mm?®. Todas las superficies de contacto se limpian cuidadosamente con acetonitrilo del 50% (v/v). Los datos de
secuencia se introducen en el algoritmo de biisqueda BLAST GENBANK® vy se identifican las coincidencias.

Aislamiento y cultivo de fibroblastos sinoviales humanos

Se obtiene sinovio humano de aspecto normal a partir de un varén blanco de 30 afios, sometido a artroscopia. En
1 h después de la cirugia se lava el explante de tejido sinovial tres veces con solucion salina tamponada con fosfato de
Dulbecco, exenta de calcio y de magnesio (GIBCO). Se introducen piezas de 2 mm® de tamafio en medio Dulbecco
modificado por Eagle (GIBCO), suplementado con 100 U de penicilina y 100 mg de estreptomicina por ml (GIBCO),
que contiene 4 mg/ml de clostridio-peptidasa A (Worthington Biochemical CLS, 125-200 U/mg) esterilizada a través
de un filtro de 0,22 um (Nalgene). Se dividen ademas los fragmentos de tejido en una capsula petri de plastico de 100
mm (Falcon) y se incuban en 20 ml de medio a 37°C durante 4 h en atmésfera himeda que contiene un 5% de diéxido
de carbono y un 95% de aire.

Se mezcla bien el material digerido varias veces por aspiracién a y expulsiéon de una pipeta Pasteur. Se anade
un volumen igual de tripsina del 0,05% y EDTA del 0,02% en solucién salina A modificada de Puck (GIBCO) y se
continta la incubacién durante una hora més en las mismas condiciones. Se centrifuga la suspension a 400 x g a 23°C
durante 10 min y se lava tres veces con 40 ml de solucidn salina tamponada con fosfato, exenta de calcio y de magnesio,
cada vez. Se suspende el culote en medio modificado de Eagle (20 ml) suplementado con suero fetal bovino al 10%
(Flow Laboratories), 100 U de penicilina y 100 mg de estreptomicina por ml. Se depositan dos mililitros de esta mezcla
final por capsula de petri de pldstico de 60 mm (Falcon). Se cultivan los fibroblastos sinoviales hasta confluencia y se
recolectan las células. Se cultivan también fibroblastos de piel humana (American Type Culture Collection (ATCC),
denominacién: CCD-10995K; ATCC, Mannassas, VA) que sirven de control y se recolectan del modo recién descrito.

Extraccion de RNA y andlisis por RT-PCR

Se purifica el RNA de fibroblastos sinoviales y cutdneos en columna y reactivos RNeasy (Qiagen, Crawley, Ltd.,
UK). Se elimina el DNA gendémico contaminante con DNAshredder y DNasa (libre de RNasa) (Qiagen). Se sintetiza
el cDNA de la primera hebra por transcripcion inversa y amplificacion PCR empleando los siguientes cebadores
oligonucleétidos. Exén 6 de MSF: cebador delantero de 5’-CCAAACCACCAGTTGTAGATGAAGC-3’ (SEQ ID
NO: 15) y exén 6 de MSF cebador inverso de 5’-GCGGAAGTAGTCTTCTCTTTTCCATCAG-3’ (SEQ ID NO: 16).
Estos cebadores corresponden a los nimeros de posiciones de nucleétidos 674-698 y 953-926, respectivamente, del
gen del MSF humano (SEQ ID NO: 2; GENBANK®; niimero de acceso: U70136). Las condiciones de los ciclos
térmicos son: 42°C durante 12 min, 95°C durante 10 min, después 43 ciclos entre 94°C x 20 s y 55-65°C x 30-90 s. La
extension final se realiza a 72°C durante 7 min (Perkin Elmer Biosystems).

Variante alternativa de empalme del MSF como tribonectina

Se purifica un polipéptido lubricante de liquido sinovial humano aplicando métodos bioquimicos estdndar, por
cromatografia de afinidad con aglutinina de cacahuete. La fraccién final, la tinica que posee capacidad lubricante,
contiene un producto de peso molecular aparente de 280 kDa. No se observan componentes de un peso molecular
aparente superior a 280 kDa. El andlisis LC-EM realizado en fragmentos tripticos de la banda escindida de 280 kDa
indica la presencia de dos proteinas diferentes que, en el algoritmo de biisqueda BLAST, coinciden con el precursor
de la fibronectina y con el MSF (GENBANK™, n° de acceso: U70136). Las secuencias de MSF se identifican tanto en
polipéptidos lubricantes nativos como en desglucosilados. Por consiguiente, el esquema de purificacién termina en una
columna anti-fibronectina que produce la eliminacién de la fibronectina que es una impureza (ensayos realizados por
HPLC analitica en columna C18 y anélisis con grifico de pureza). Ademads, las bandas mds bajas de peso molecular
aparente de 70 y 160 kDA del SDS-PAGE no estan presentes en la preparacién de tribonectina purificada eluida de
la columna de anti-fibronectina. Se ensaya la tribonectina purificada en el aparato de friccién y se constata que ejerce
una actividad lubricante de capa limite similar a la del liquido sinovial completo (tabla 5). En cambio, la tribonectina
de suero purificada produce friccidn, lo cual indica que la capacidad lubricante del liquido sinovial es un resultado de
la presencia de la tribonectina purificada.
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TABLA S

Coeficientes de friccion de una tribonectina purificada de liquido sinovial humano y de una fibronectina
(media + desviacion estandar (SD); N = 3)

lubricante* (PS**)

tribonectina 0,047+£0,006 0,131+£0,007 -0,084+0,004
HSF+t 0,0400,005 0,135+0,009 -0,095+0,011
fibronectina 0,161 0,136 +0,045%£0,005

* ensayado en una concentracidén de 250 pg/ml en PS

** PS = solucidén salina fisioldgica

t liquido sinovial humano “post-mortem”

Ademds, con el andlisis LC-EM de fragmentos tripticos se identifican porciones de los exones de 6 a 9 del MSF,
ambos incluidos. La tribonectina purificada reacciona con la aglutinina de cacahuete, lo cual indica la presencia de
oligosacdridos beta(1-3)Gal-GalNAC a raiz de su purificacion. Se observa un aumento de la movilidad electroforética
después de la digestion con la NaNasa III y 1a O-glucosidasa DS, lo cual indica que la tribonectina purificada estd muy
glucosilada por los oligosacaridos unidos a través de O. El peso molecular aparente de la tribonectina desglucosilada
purificada a partir de liquido sinovial es de 120 kDa.

El andlisis por RT-PCR se completa empleando cebadores especificos de las secuencias de nucleétidos que co-
difican al extremo N-terminal del ex6n 6 del MSF. Las RT-PCR que emplean RNA de fibroblasto sinovial humano
generan un producto de 280 bp, la distancia prevista entre los cebadores designados. Los experimentos similares sin
transcriptasa inversa no generan este producto, lo cual indica que el RNA esta libre de DNA genémico. El1 RNA
purificado de fibroblastos cutdneos no produce producto alguno empleando los mismos cebadores.

En primer lugar se aisla el MSF de monocitos humanos; se encuentra que un fragmento de MSF de 25 kDa estimula
el desarrollo de megacariocitos. La proteina precursora de MSF tiene un tamafio de 1404 restos y se construye con 12
exones. Parece que el exdn 6 codifica una mucina situada en posicién central, que tiene una longitud de 940 restos. El
exon 6 es homologo de la vitronectina, los exones 2 y 3 parecen homoélogos de las regiones similares a la somatomedina
B y los exones 8 y 9 son similares de las regiones de vitronectina similares a la homopexina. La homopexina es una
protefna eliminadora de la hema del suero que interacciona con el hialuronato.

Una tribonectina purificada del liquido sinovial y una proteina de zona superficial (SZP) de cartilago articular
purificada de cartilago articular tienen en comun la identidad de secuencia con el MSF, pero difieren en sus pesos
moleculares aparentes y secuencias de aminodcidos.

Ejemplo 1
Expresion del gen de MSF en fibroblastos sinoviales humanos

Se constata que una tribonectina de origen natural se expresa en fibroblastos sinoviales humanos de un gen que
codifica al MSF. Algunos, pero no todos los exones del gen del MSF se representan en el producto genético de la
tribonectina. Por ejemplo, la tribonectina contiene secuencias codificadas por los exones 6-9 del gen del MSF, pero
carece de las secuencias codificadas por lo menos por un exén del gen de MSF de origen natural.

La expresion del gen de MSF se evalda del modo siguiente. Se retinen las rebanadas de gel desde una banda de
pesos moleculares aparentes de 240 kDA de la tribonectina purificada a partir de liquidos sinoviales humanos, de
capacidad lubricante normal, y se digieren con tripsina. Se realiza la secuenciacién N-terminal de los fragmentos
tripticos por cromatografia de liquidos y espectrometria de masas y los resultados se comparan con secuencias ya
conocidas del GenBank™. Se emplea la digestion de la tribonectina purificada con O-glucosidasa DS y NaNasa II1
para indicar el peso molecular de la proteina del nicleo. Se ensaya la capacidad lubricante con un aparato de friccién
estdndar por oscilacién de l4tex natural contra un anillo de vidrio pulido.

Dos especies proteicas identificadas previamente estdn presentes en la fraccion lubricante final del liquido sinovial
humano. Se identifican fragmentos tripticos del precursor de fibronectina (FN) y el factor estimulador de megacario-
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citos (MSF). Se observa una coincidencia del 100% (valor E comprendido entre 0,31 y 0,047) con secuencias de MSF
especificas de los exones de 6 a 9. El MSF tiene un tamafio de 1104 aminodcidos con dominio funcionales mdltiples
similares a la vitronectina. Esta tribonectina reduce el coeficiente de friccién (i) de 0,142 a 0,036, mientras que la
fibronectina de suero purificada genera un u de 0,136 a 0,181. Los cebadores delantero e inverso de la RT-PCR corres-
pondientes a las posiciones de aminodcidos 214-222 y 300-309 de la SEQ ID NO: 1 se emplean para probar el mRNA
purificado de fibroblastos sinoviales humanos cultivados “in vitro”. Se observa un producto genético de 280 bp que
es consiste con la secuencia de aminodcidos prevista. Los datos aqui descritos indican que una tribonectina de origen
natural se secreta en los fibroblastos sinoviales a través de la expresion del gen del MSF.

Los métodos descritos a continuacién se emplean para caracterizar un componente lubricante del liquido sinovial.
Recogida de liquido sinovial humano

Se recogen partes alicuotas de liquido sinovial de pacientes sometidos una artroscopia de diagndstico o a una
sustitucién completa de la rodilla y se ensayan en el aparato de friccién. En ambos casos, se aspira el liquido sinovial
antes de iniciar cualquier intervencioén quirdrgica e inmediatamente después se centrifuga a 10,000 x g a 4°C durante
2 h para eliminar los escombros celulares. Se descartan las muestras que estdn contaminadas con sangre. Se retinen
las partes alicuotas de capacidad lubricante normal y se almacenan a -20°C.

Purificacion y aislamiento de tribonectinas humanas

Se filtran 200 ml de liquido sinovial humano a través de unidades filtrantes estériles de 0,22 um (Nalgene) a 4°C
durante dos dias. Se raspa el material retenido en las membranas filtro y se suspende de nuevo con tampén NaAc
50 mM, de pH 5,5, hasta el volumen original del liquido sinovial. EI tampén de la resuspension contiene inhibidores
proteoliticos: 1 mM PMSF, 1 mM PCMB y 10 mM EDTA. Se realiza la digestién del dcido hialurénico a 37°C con
estreptomices-hialuronidasa en una concentracién de 1 U/ml de liquido sinovial resuspendido. Se introduce el material
digerido en una columna DEAE (Whatman International, Maidstone, UK) volumen establecido de 300 ml, equilibrada
con tampén NaAc, 50 mM y se lava con 1,5 1 del mismo tamp6n. Se eluye el material deseado de la matriz de DEAE
con NaCl 1 M. Se recoge 1 1 de lavado y se concentra en una celdilla de flujo Amicon de 500 ml con una membrana
XM-100 (corte de pesos moleculares = 100 kDa). Se dializa la muestra concentrada frente a un tampén fosfato 25
mM, de pH 7,4, que contiene NaCl 0,15 M y CaCl, 0,5 mM.

El material concentrado, fijado sobre la DEAE, se introduce en la parte alta de una columna de afinidad de aglu-
tinina de cacahuete (PNA)-agarosa con un volumen de lecho predeterminado de 25 ml, se equilibra a temperatura
ambiente con tamp6n fosfato 25 mM y NaCl 0,15 N, de pH 7.4. Se eluye la proteina no fijada con el mismo tampén
hasta la absorbancia a 230 y 280 nm disminuye hasta la linea de base. Se eluye el maximo del material deseado en
presencia un gradiente gradual de a-lactosa en una concentracién de 0,07 M en 25 mM Tris y 0,15M NaCl de pH
7,4. Se introduce la tribonectina prepurificada en la parte superior de una columna de Actigel ALD-agarosa (Steroge-
ne Bioseparations, Arcadia, CA) unida a través de los grupos amina con el anticuerpo monoclonal murino contra la
fibronectina humana (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA). Se analiza el material eluye en un ensayo SDS-
PAGE 5-15%, con tincién de azul Coomassie y por andlisis HPLC.

Cromatografia de liquidos de alta eficacia

Se eluye en una columna uBondapak C18 de 3,9 x 150 mm (Waters, Milford, MA) en fase inversa con un 45%
(v/v) de metanol (Sigma) y un 5% (v/v) de acetonitrilo (Aldrich) de calidad HPLC, con un caudal de 1 ml/min a 35°C.
Se analiza el liquido eluido en un detector PDA 996 de matriz de fotodiodos (Waters) y se determina la pureza de los
picos de la grafica con el programa Millenium 32 (Waters).

Aparato de friccion
Se emplea un aparato de friccion estandar para medir la actividad lubricante tal como se ha descrito antes.

Se mide el p a 35°C; esta medicioén va precedida por una medicién de linea base del u con PS. La lubricacién se
manifiesta en una reduccién de u con respecto al u de la PS. Los valores Ay negativos indican lubricacién, mientras
que los valores positivos indican friccién. Se efectia la adicion de 200 ml de PS y después 200 ml del lubricante a
ensayar, a continuacién se ponen en contacto las superficies de apoyo hasta una proximidad suficiente, de modo que la
solucién moje las dos superficies. Pasados 5 min de equilibrado, se deja descansar el apoyo recubierto de latex sobre
el vidrio mientras se halla en oscilacién. Después de 1, 3 y 5 min se registran automaticamente los voltajes de pico a
pico. Entonces se separan las superficies durante 2 min y se vuelven a poner en contacto para otra sesién de 5 min. Se
estabilizan los valores u de los 3 y de los 5 min de las dos tdltimas sesiones de 5 min y se registran.

LC-EM

La LC-EM de los materiales digeridos tripticos se efectia del modo descrito antes. Se escinde bandas de 2 mm de
grosor de geles SDS-PAGE de un gradiente 5-20% (Bio-rad Laboratories, Hercules, CA) para el siguiente analisis. Se
efectda la desglucosilacion empleando la NaNasa IIl y 1a O-glucosidasa DS (Glyko, Novato, CA) (en concentraciones
de 0,17 U/ml y 0,10 U/ml, respectivamente), durante 6 h, en presencia de 0,5 mg/ml de proteina. En todos los casos
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se cortan las rebanadas de gel a través del centro de la banda y tienen un tamafio de 16 mm?. Todas las superficies
de contacto se limpian cuidadosamente con acetonitrilo del 50% (v/v). Se introducen los datos de secuencia en el
algoritmo de bisqueda BLAST GenBank™ y se identifican las coincidencias.

Extraccion de RNA y andlisis por RT-PCR

Se purifica el RNA de fibroblastos sinoviales y cutdneos en columna y reactivos RNeasy (Qiagen, Crawley, Ltd.,
UK). Se elimina el DNA genémico contaminante con DNAshredder y DNasa (libre de RNasa) (Qiagen). Se sinteti-
za el cDNA de la primera hebra por transcripcion inversa y amplificacion PCR empleando los siguientes cebadores
oligonucleétidos (las posiciones relativas en los cebadores especificos del MSF se representan en la figura 1): exén
6 de MSF: cebador delantero de 5’-CCAAACCACCAGTTGTAGATGAAGC-3’ (SEQ ID NO: 15) y exén y de MSF
cebador inverso de 5’-GCGGAAGTAGTCTTCTCTTTTCCATCAG-3’ (SEQ ID NO: 16). Estos cebadores correspon-
den a los niimeros de posiciones de nucleétidos 674-698 y 953-926, respectivamente, del GENBANK®; niimero de
acceso: U70136 (MSF humano). Las condiciones de los ciclos térmicos son: 42°C durante 12 min, 95°C durante 10
min, después 43 ciclos entre 94°C x 20 s y 55-65°C x 30-90 s. La extension final se realiza a 72°C durante 7 min
(Perkin Elmer Biosystems).

Reactivos diversos

Se adquiere la fibronectina de suero humano a la empresa Sigma Chemical (FO895, St. Louis, MO) y se dializa
frente a PS antes de utilizarse en el aparato de friccion. Los patrones de electroforesis de proteinas son de GibcoBRL
(Grand Island, NY) y el patrén de escalera de DNA se adquiere a FMC Bioproducts (Rockland, ME).

Se purifica una tribonectina de liquido sinovial humano. La fraccidn final, la Gnica que posee capacidad lubricante,
contiene un producto de peso molecular aparente de 280 kDa. Esta fraccion contiene ademds una menor cantidad de
componentes de bajo peso molecular, que se eliminan en el paso final de purificacién basado en anticuerpos. No se
observan componentes de un peso molecular aparente superior a 280 kDa. El andlisis LC-EM realizado en fragmentos
tripticos de la banda escindida de 280 kDa indica la presencia de dos proteinas diferentes que, en el algoritmo de
bisqueda BLAST, coinciden con el precursor de la fibronectina y con el MSF (GENBANK™, n° de acceso: U70136).
Las secuencias de MSF se identifican tanto en la tribonectina nativa como en la desglucosilada. Por consiguiente, el
esquema de purificacién termina en una columna anti-fibronectina que produce la eliminacién de la fibronectina que
es una impureza (ensayos realizados por HPLC analitica en columna C18 y anélisis con grafico de pureza). Ademis,
las bandas mds bajas de peso molecular aparente de 70 y 160 kDA del SDS-PAGE no estdn presentes en la preparacién
de tribonectina purificada eluida de la columna de anti-fibronectina. Se ensaya la tribonectina purificada en el aparato
de friccién y se constata que ejerce una actividad lubricante de capa limite similar a la del liquido sinovial completo
(tabla 6).

TABLA 5

Coeficientes de friccion de tribonectina humana y de fibronectina

lubricantet (PS*)

tribonectina 0,035 0,142 -0,100
fibronectina 0,161 0,136 +0,045
t PS = solucidén salina fisioldgica

* ensayado en una concentracién de 250 pg/ml en PS

En cambio, la fibronectina de suero purificada genera una friccién, lo cual indica que la capacidad lubricante del
liquido sinovial lubricante se debe a la presencia de la tribonectina.

Con el anélisis LC-EM de fragmentos tripticos se identifican porciones de los exones de 6 a 9 del MSF, ambos
incluidos. Se encuentran los fragmentos codificados por las secuencias de dcido nucleico en el inicio y al final del ex6n.
La tribonectina purificada reacciona con la PNA, lo cual indica la presencia de oligosacaridos B(1-3)Gal-GalNAC a
raiz de su purificacion. Se observa ademds un aumento muy significativo de la movilidad electroforética después de la
digestion con la NaNasa III y la O-glucosidasa DS, lo cual indica que la tribonectina purificada estd muy glucosilada
por los oligoséacaridos unidos a través de O. El peso molecular aparente de la tribonectina desglucosilada purificada a
partir de liquido sinovial es de 120 kDa.
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El andlisis por RT-PCR se completa empleando cebadores especificos de las secuencias de nucleétidos que co-
difican al extremo N-terminal del ex6n 6 del MSF. Las RT-PCR que emplean RNA de fibroblasto sinovial humano
generan un producto de 280 bp, la distancia prevista entre los cebadores designados. Los experimentos similares sin
transcriptasa inversa no generan este producto, lo cual indica que el RNA estd libre de DNA gendmico. E1 RNA
purificado de fibroblastos cutdneos no produce producto alguno empleando los mismos cebadores.

Los datos aqui descritos indican que los exones del gen de MSF se empalman de modo alternativo para que
expresen los polipéptidos lubricantes en las articulaciones sinoviales. Los fibroblastos sinoviales son una de las fuentes
de tales tribonectinas en las articulaciones. Una tribonectina aislada de origen natural aqui descrita (PM ~ 280 kDa)
y la SZP (PM ~ 345 kDa) son moléculas diferentes porque sus pesos moleculares aparentes difieren en 65 kDa. Es
posible que el MSF sea un precursor de ambas moléculas en virtud de una expresion diferentes de los exones del MSF
en dos lineas celulares independientes, que pueblan la cavidad sinovial. La secuenciacién repetitiva por LC-EM de
materiales digeridos tripticos no permite identificar a ninguno de los exones que abarcan desde el ex6n 6 al ex6n 9 del
MSF. Se encuentra que una tribonectina de origen natural purificada a partir de ternera bovina tiene el mismo peso
molecular aparente que la tribonectina purificada a partir de fuentes humanas.

Los lubricantes de capa limite ejercen su efecto cambiando las caracteristicas fisico-quimicas de la superficie. Las
superficies de apoyo tienen que generar una repulsiéon muta para lubricarse en el modo de limites. Los ejemplos tipicos
de lubricantes limites a temperatura ambiente son el grafito, el Teflon y el sulfuro de molibdeno. Las tribonectinas son
lubricantes limites que pueden tener un caracter anfipatico recubriendo superficies hidréfobas no bioldgicas, como son
las del latex. Las glucosilaciones amplias son importantes para reticular con el entorno acuoso circundante. Cuando se
eliminan los azidcares ultimo y pentltimo de una tribonectina de origen natural purificada a partir de liquido sinovial,
se elimina la capacidad lubricante. La posibilidad del hialuronato de fijarse sobre la SZP o sobre una tribonectina
mediante la proteina expresada por el exén 9 confirma un mecanismo, segtin el cual el hialuronato desempefia un
papel importante en el liquido sinovial. Un polimero hialuronato puede servir para fijar muchas moléculas de SZP o
de tribonectina en un codo a codo de tipo tindem, de este modo reparten los esfuerzos de cizallamiento y estabilizan
a las moléculas lubricantes.

La estructura primaria del precursor del MSF (productos genéticos de empalme alternativo, como las tribonectinas)
es diferente de la del MG2, una glucoproteina rica en estaterina y en prolina, que se halla en la saliva y lubrica los
apoyos dentales. Pero se ha ensayado el MG2 en el presente apoyo de latex: vidrio y se ha encontrado que lubrica con
la misma eficacia de una tribonectina. Ambas glucoproteinas tienen en comun el mismo resto 5(1-3)GalGalNAc unido
a través de O. Estos datos indican que el resto 8(1-3)GalGalNAc unido a través de O es importante para la lubricacién
de la capa limite.

Los ensayos de digestion enzimadtica indican que la lubricacién de la capa limite con el liquido sinovial es muy
sensible a la tripsina. Estos ensayos demuestran que la eliminacién de la capacidad lubricante con las fosfolipasas
(contaminadas con cantidades muy pequefias de proteasas de tipo tripsina) podria eliminar con la co-incubacién con
inhibidores de proteasas, la leupeptina y la aprotinina. La lisina y la arginina constituyen el 13,5% y el 1,3%, respec-
tivamente, del producto del exén 6, en el que se basa la observacién de la sensibilidad a la tripsina, incluso cuando
es la misma regién de la tribonectina la que estd ampliamente glucosilada y, por ello, podria impedir la protedlisis.
Es probable que incluso los estados inflamatorios menos importantes, que dan lugar a la produccién de tripsina y
elastasa, tengan efectos nocivos en la capacidad lubricante de las tribonectinas de origen natural. Los apoyos cartilagi-
nosos no lubricados pueden sufrir un desgaste prematuro que puede ser el inicio de una osteoartritis. Estas condiciones
patoldgicas se tratan con polipéptidos lubricantes, es decir, con las tribonectinas aqui descritas.

Ejemplo 2

Homologia de una tribonectina con la SZP: Productos de la expresion del gen del MSF en fibroblastos sinoviales
humanos y condrocitos articulares localizados en el cromosoma 1q25

Se evaltia la expresion de las tribonectinas en fibroblastos sinoviales primarios y en cartilago articular primario
humanos. Se purifica el RNA de fibroblastos sinoviales y condrocitos articulares humanos cultivados “in vitro™ a par-
tir de explantes de tejido obtenidos de sujetos que no padecen enfermedad articular degenerativa. Se realiza una RT-
PCR con multiples pares de cebadores complementarios, que abarcan el exén 6 central del gen MSF que se expresa
en la mucina y exones individuales tanto de los lados N-terminal como C-terminal del exén 6. Parece que los exones
2,4y 5 se expresan de modo variable en fibroblastos sinoviales y condrocitos articulares. Se expresa un polipéptido
lubricante, una tribonectina, expresada por varios exones del gen del MSF, tanto en condrocitos como en fibroblastos
sinoviales “in vitro”. Tanto la tribonectina como la proteina de zona superficial (SZP), un proteoglicano afin, tienen en
comiin una estructura primaria similar (pero no idéntica). Las tribonectinas y la SZP difiere también en las modifica-
ciones post-traduccionales con oligosacaridos unidos a través de O; las tribonectinas contienen oligosacdridos unidos
a través de O, mientras que las modificaciones post-traduccionales no se detectan en la SZP. Los oligosacdridos son
predominantes en las tribonectinas; en la SZP se han encontrado cantidades limitadas de condroitina y de sulfato de
queratina. La mayoria de exones del MSF participan en la expresion de la tribonectina, por lo cual persiste una fuerte
homologia con la vitronectina. La exploracién de la biblioteca BAC genémica humana con un par de cebadores de
cDNA, complementario con el ex6n 6, permite identificar dos clones. Ambos clones son complementarios del cro-
mosoma 1g25 por una hibridacién “in sifu”. Esto lugar estd implicado en el sindrome de la camptodactilia-artropatia-
pericarditis (CAP) segtin el mapeo genético. La CAP, una amplia artropatia articular, estd asociada con una lubricacién
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de capa limite ineficaz, causada por el liquido sinovial. Por consiguiente, las tribonectinas aqui descritas son utiles para
prevenir y/o tratar la CAP.

Los datos descritos a continuacidn se centran en las preguntas siguientes: 1) ;cudles de los 12 exones del MSF
se expresan en los fibroblastos sinoviales y presumiblemente dan lugar a la secrecién de tribonectina en la cavidad
sinovial?; 2) jen qué difiere esta de la expresion del MSF en los condrocitos articulares que da lugar a la secrecion de
la SZP en la superficie del cartilago?; 3) ;comparten las tribonectinas y la SZP la misma estructura primaria?; 4) ;se
modifican las tribonectinas después de la traduccién con sulfato de condroitina? (esta es una caracteristica de la SZP)
y 5) ¢un producto aislado del ex6n 6 posee capacidad lubricante de la capa limite?

Se recoge liquido sinovial humano y se procesa del modo antes descrito y se purifican y afslan las tribonectinas de
tejido humano aplicando los métodos antes descritos. Se mide la actividad lubricante empleando un aparato de friccién
estandar.

Inmunodeteccion del sulfato de condroitina-6

Se emplea el anticuerpo monoclonal M621C (ICN, Aurora, OH) para detectar la presencia del sulfato de condroi-
tina-6 en la tribonectina purificada. Se aplican las técnicas de “Standard dot” y “Western blotting”.

Digestion de una tribonectina con quimotripsina

Se incuba a 37°C durante 1 h la quimotripsina tratada con TLCK 0,1 BTEE U/ml de liquido sinovial humano.
Inmediatamente después de la digestion se ensaya la actividad lubricante en el aparato de friccion. Se efectian diges-
tiones adicionales del mismo modo, pero también en presencia de 10 mg/ml de leupeptina y 5 mg/ml de aprotinina, en
el caso de que el tratamiento con TLCK comercial inactive de modo incompleto a la tripsina contaminante.

Aislamiento y cultivo de condrocitos articulares humanos

Ademas de aislar los fibroblastos sinoviales humanos del modo antes descrito, se aislan también condrocitos. Se
obtienen cartflagos de condilos femorales y de mesetas tibiales de articulaciones de rodilla humana durante la autopsia
de donantes sin historial conocido de enfermedad articular o de donantes sanos de érganos procedentes de bancos de
tejidos. Se cortan rebanadas de cartilago en piezas de 2-3 mm?, se lavan con DMEM (Whittaker MAB Bioproducts,
Walkerville, MD) y se tratan durante 15 min con tripsina al 10% (v/v) en un bafio de agua a 37°C. Se transfieren los
tejidos a DMEM, 5% de FBS, penicilina-estreptomicina-fungizona y 2 mg/ml de colagenasa de C. perfringens de tipo
IV (Sigma) y se digieren en un agitador giratorio durante una noche. Se lavan las células 3 veces con DMEM vy se
cultivan en DMEM que contiene un 5% de FBS.

Cultivo de monocitos humanos

Se adquieren los monocitos humanos CRL-9855 en suspension de la American Type Culture Collection (Mannas-
sas, VA). Se concentran las células por centrifugacion y después se vuelven a suspender en un matraz T75 hasta una
concentracion entre 0,2 y 1,0 x 10/ml con medio Dulbecco modificado por Iscove suplementado con un 10% de suero
fetal bovino, que no se ha inactivado por calor (Flow Laboratories), 0,03 mM timidina, 0,1 mM hipoxantina y 0,05
mM 2-mercaptoetanol. A medida que se multiplican los monocitos, el cultivo se expande para mantener el anterior
intervalo de concentracion.

Extraccion de RNA y andlisis por RT-PCR

Se purifica el RNA de condrocitos y de monocitos sinoviales y articulares humanos en mini-columnas y reactivos
RNeasy (Qiagen, Valencia, CA). Se elimina el DNA genémico contaminante con el DNAshredder y la DNasa (libre
de RNasa) (Qiagen). Se efectda la sintesis del DNA complementario incubando a 25°C durante 10 min para extender
los cebadores hexaméricos con la transcriptasa inversa y la sintesis del cDNA a 42°C durante 12 min y activacién
del Ampli Tag/desnaturalizacién del complejo RNA-cDNA a 95°C durante 10 min. Las condiciones de trabajo de los
ciclos térmicos son las siguientes: 43 ciclos de 94°C, 20 s para la desnaturalizacién y 62°C, 60 s y una extension final
a 72°C durante 7 min (Perkin Elmer Biosystems, Foster City, CA). Se analizan los productos de la RT-PCR mediante
electroforesis a través de gel de agarosa 3% NuSieve GTG (FMC, Rockland, ME) con tincién de bromuro de etidio.
Se escinden las bandas que no corresponden a los tamafios de los productos esperados de la RT-PCR y se extraen de
la agarosa (Qiagen).

Exploracion de la biblioteca de clones BAC

Se explora una biblioteca BAC de E. coli que contiene el genoma humano (Research Genetics Inc., Huntsvi-
lle, AL) con un par de cebadores de cDNA complementario del exén 6 del MSF mediante PCR. Cebador delantero
5’-CCAAACCACCAGTTGTAGATGAAGC-3’ (SEQ ID NO: 15) y cebador inverso 5’~-GCGGAAGTAGTCTTCTCT
TTTCCATCAG-3’ (SEQ ID NO: 16) complementarios del par de bases de los nimeros de posicion 674-698 y 953-
926 de 1a SEQ ID NO: 2. Los clones candidatos de E. coli se cultivan en agar LB que contiene 12,5 mg/ml de cloranfe-
nicol a 37°C durante 16 h. Se purifica un contructo grande de DNA libre de DNA genémico por intercambio anidnico
y digestion con exonucleasa (Large-construct kit, Qiagen, Valencia, CA).
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Hibridacion “in situ” del DNA del clon BAC y cromosomas

Se preparan los cromosomas de metafase a partir de cultivos de linfocitos de corta duracién a partir de indivi-
duos normales con arreglo a métodos establecidos. Se marcan dos microgramos de DNA BAC de clones positivos
empleando un kit de marcado BioNick (Life Technologies, MD) empleando la biotina-14-dATP en una reaccion de
traduccion de doblado con arreglo a las instrucciones del fabricante. Después de la traduccién de doblado se purifican
los productos de reaccién en una columna G-50. Se co-precipitan con etanol 100 ng de DNA marcado y 20 ug de cotl
DNA. Se recupera el DNA por centrifugacion y se disuelve en 20 ul de solucién de hibridacién (Hybrisol vii, Oncor).
La hibridacién con sonda, el lavado, la microscopia y el mapeo de las sondas se realiza con arreglo a procedimientos
estandar.

Digestion de tribonectinas con quimotripsina y ensayo de la capacidad lubricante

Se purifica una tribonectina del liquido sinovial humano recogido que tiene una capacidad lubricante normal,
definida como Au < -0,06 y posee un peso molecular aparente de 280 kDa. El término de la purificacién con un paso
antifibronectina se efectda para eliminar las bandas contaminantes. En este paso se reduce también el dngulo de pureza
a <6°. Una tribonectina de una concentracién de 250 mg/ml lubrica el apoyo de latex: vidrio con la misma eficacia que
un liquido sinovial “post-mortem” de un sujeto sin enfermedad articular degenerativa (tabla 7).

TABLA 7

Coeficientes de friccion de una tribonectina humana y una fibronectina

lubricante n u(PSi) Ap M
tribonectina 0,047+0,006 | 0,131+0,007 -0,084+0,004 3
HSF* 0,040+£0,005 | 0,135+0,009 -0,095+0,011 3
quimotripsinag 0,130+0,041 0,107+0,024 +0,02+0,035 3

media + desviacion estandar

t ensayado en una concentracion de 250 ug/ml en PS

I solucién salina fisioldgica

* liquido sinovial humano “post-mortem”

§ HSF digerido con quimotripsina tratada con TLCK en presencia de leupeptina y
aprotinina

Las digestiones enzimdticas con quimotripsina tratada con TLCK se realizan para determinar si el producto pro-
teico del ex6n 6 aislado posee capacidad lubricante, dado que este dominio no contiene aminoacidos aromaticos. El
producto digerido resultante aumenta la u a 0,130 desde el valor de control de la solucién salina, u = 0,107. Las
digestiones similares en presencia de leupeptina/aprotinina contindan sin mostrar capacidad lubricante (Au = +0,02).

Inmunodeteccion de sulfato de condroitina-6

Se emplea el anticuerpo monoclonal M621C para ensayar las tribonectinas transferidas a nitrocelulosa. No se
observa reaccién que corresponda a la banda de 280 kDa en el ensayo SDS-PAGE original. Esto indica que las tribo-
nectinas no contienen el sulfato de la condroitina-6.

Andlisis RT-PCR de RNA de fibroblasto sinovial y condrocito articular

La RT-PCR del mRNA del condrocito y fibroblasto sinovial se efectia empleando los cebadores que se indican
en la tabla 8. De las dos lineas celulares se observan productos de la RT-PCR del tamafio previsto y otros de tamafio
inferior al previsto. El par de cebadores que abarca desde el extremo C-terminal del exén 6 hasta el extremo N-terminal
del exdn 12 se observa que tiene 769 bp, su longitud prevista, para las dos lineas celulares. De manera similar, el par
de cebadores que abarca desde la misma posicion del exén 6 hasta el exén 11 produce un producto esperado de RT-
PCR de 654 bp. El par de cebadores de los exones 5 y 6 produce un producto de RT-PCR esperado, de 278 bp, para
las dos lineas celulares.
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TABLA 8

Fares de cebadores empleados para las RT-PCR con RNA de fibroblastos sinoviales y de condrocitos
articulares humanos

cebadores pares de | (5’ - 3°) cebador delantero pares de | (5° - 3’) cebador trasero
inter-ex6n | bases bases
| TTGTTGCTGCTGTCTGTT 819 - GUGTCTGGGATTTATIG

-6 84-8 | TTCG (SEQ ID NO:17) 106 GTTTTGC (SEQ ID NO:23)
5 128 - GGAGATGTGGGGAAGG 819 - GGGTCTGGGATTTATTG

¢ 149 GTATTIC (SEQID NO:18) | 796 GTTTTGC (SEQ ID NO:24)

371 - CACCATCTTCAAAGAAA 819 - GGGTCTGGGATTTATTG

4-6 394 GCACCTC (SEO ID NO:19) 796 GTTTTGC (SEQ ID NO:25)
5.6 542 - CCTCCTCTTCCTCTTCTT 819 - GGGTCTGGGATTTATIG

) 566 CTTCAAC (SEQ ID NO:20) 796 GTTTTGC (SEQ ID NO:26)
611 3427 - GGCATTATCATCAATCC 4080 - CACATTTGGAAGTCCTC

) 448 CATGC (SEQ ID NO:21) 4057 TCCACAG (SEQ ID NO:27)
6.1 3427 - GGCATTATCATCAATCC 4195 - TIGCTCTTGCTGTTCTAC

) 448 CATGC (SEQ ID NO:22) 4171 TAGGCAC (SEQ ID NO:28)
Los niimeros de posicion de los pares de bascs corresponden al nimero de acceso U 70136 det GENBANK™.

TABLA 9

Pares de cebadores empleados para las RT-PCR con RNA de monocitos humanos

cebadores pares de | (5’ - 3’) cebador delantero pares de | (5° - 3”) cebador trascro
inter-cxon bases bases
13 6. 85 TTGTTGCTGCTGTCTGT 313291 CATACTTCTTACATTGG
i | TTTCG (SEQ ID NO:29) ’ GCGTCG (SEQ ID NO:32)
14 .3 TTGTTGCTGCTGTCTGT 175 354 TGGTGGTGATGTGGGAT
) 64-85 TTTCG (SEQ ID NO:30) - TATGC (SEQ ID NO:33)
GGAGGAGGAGGACTCT
GGAGATGTGGGGAAGG
2-5 128-149 GTATTC (SEQ ID NO:31) 540-517 | TGATTTTC (SEQID
NOL34)
Los niimeros de posicién de los pares de bases corresponden al nimero de acceso U 70136 del GENBANK™.

El par de cebadores que abarca desde el exdn 1 hasta el ex6n 6 no consigue generar a titulo individual un producto
del tamafio previsto de 756 bp. En su lugar se observan tres bandas de menor tamafio (350, 450 y 490 bp) en las dos
lineas celulares. El par de cebadores que abarca desde exdn 2 hasta el extremo N del exén 6 genera un producto de un
tamafio de apenas 420 bp para las dos lineas celulares y cuya longitud es menor en 272 bp (692 bp - 420 bp) al tamafio
previsto. El producto previsto de la RT-PCR de 692 bp apenas se observa en los condrocitos y menos todavia en los
fibroblastos sinoviales. El par de cebadores del exén 2 al 6 genera un producto de 420 bp, que se escinde y se secuencia,
revelando la ausencia del ex6n 6 y de la mayor parte del exén 4, excepto en los dos primeros aminoécidos del extremo
N, el Ala'® y el Leu!® de la SEQ ID NO: 1. Por secuenciacién de los productos de la RT-PCR de longitud 490 y 450
bp, generados con el par de cebadores del exén 1 al 6, se identifican las mismas deleciones. Por secuenciacion del
producto de menor tamaiio, de 350 bp, generado por el par de cebadores del exén 1 al 6, se manifiestan las mismas
deleciones ademds del exén 6, excepto para el Q¥ del extremo N. El par de cebadores que se extiende del exén 4
al 6 genera el producto RT-PCR esperado de 449 bp para las dos lineas celulares y un producto menor, de 340 bp.
Por secuenciacién de este producto de 340 bp se pone de manifiesto una delecién del exon 5, excepto para el E'* del
extremo N.

Se observa un empalme alternativo que provoca la generacion de 4 isoformas de fenotipo diferentes del MSF tanto
de los fibroblastos sinoviales como de los condrocitos (figura 2A y 2B).

El fenotipo VO estd formado por los 12 exones, el V1 carece del exén 5, el V2 carece del exén 5 y de la mayor parte

del 4 y el V3 carece del exén 5 y de la mayor parte del 4 y del 2. Otra isoforma adicional es un polipéptido que esta
formado por aminoécidos codificados por los exones 1y 6-12 del MSF (que carece del ex6n 5); esta es probablemente
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la tribonectina de origen natural de tamafio mas pequefio. Cada isoforma contiene el dominio lubricante del exén 6.
El dominio codificado por el exén 6 desempefia un papel mediando en la fijacién de la tribonectina sobre superficies
hidréfobas, como son los cartilagos.

Andlisis RT-PCR del RNA de monocitos

Las RT-PCR efectuadas con RNA de monocitos purificados empleando pares de cebadores (tabla 9) complementa-
rios del exén 6 del MSF no generan producto alguno. Un par de cebadores, que se extiende del exén 1 al 3, genera un
producto de PCR de 250 bp, su tamafio previsto. Otro par de cebadores que abarca del ex6n 1 al 4 genera un producto
PCR que tiene un tamafio aproximadamente 130 bp menor que el previsto, que era de 312 bp. Otro par de cebadores
adicional, que abarca del ex6n 2 al 5, no genera producto PCR alguno, lo cual indica que el exén 5 no se expresa. Estos
datos parecen demostrar que los monocitos expresan a los exones de 1 a 3, de 1 a 4 de modo variable y no expresan
al exdén 6. La secuencia del cebador delantero del exén 1 es comiin a todos los anteriores trabajos de RT-PCR con
monocitos, fibroblastos sinoviales y condrocitos.

Hibridacion “in situ” del DNA del clon BAC y cromosomas

La exploracién de la biblioteca de clones BAC del genoma humano con el par de cebadores de cDNA del anterior
exén 6 del MSF da lugar a 2 clones candidatos. Los clones BAC 330 y 285 se hibridan con el cromosoma 1 en la
regioén q25 (bandas DAPI). Para confirmar la localizacién en el cromosoma 1, se hibridan los cromosomas de metafase
con sondas BAC a lo largo de la sonda centrémera especifica del cromosoma 1 (VYSIS). Tanto las sondas centrémeras
como las sondas BAC se hibridan con el cromosoma 1. La posterior generacion de bandas G de los mismos marcos
confirman la localizacién q25.

Se empalman alternativamente los fibroblastos sinoviales cultivados “in vitro” con los exones 2, 4 6 5 del MSF o
con una combinacién de los mismos. En el caso del exdn 4, la expresion se interrumpe después de los dos primeros
codones del ex6n (Ala!® y Leu'). Existen también las isoformas sin exén 5, excepto para el resto E'*® y una sin ex6n
2, excepto para el Q. Se forman tres productos de RT-PCR con el par de cebadores del exén 1 al 6, que parecen
corresponder a los fenotipos V1 - 3. Sin embargo, se observa el producto esperado de la RT-PCR, de 692 bp, para
el par de cebadores de los exones 2-6, lo cual indica que también existe una isoforma V0, que contiene cada uno
de estos exones. Parece que 4 ¢ 5 isoformas de fenotipos diferentes de tribonectinas se expresan en los fibroblastos
sinoviales. Los condrocitos comparten esta expresion de fenotipos. Un resumen de los sitios de empalme alternativo
para las dos lineas celulares se ilustra en la figura 3. La intensidad relativamente mayor de los productos de los pares
de cebadores de los exones 2-6 (692 bp) y de los exones 4-6 (449 bp) en el caso de los condrocitos sugiere que estas
células potencialmente podrian elegir un isotipo de peso molecular aparente mas elevado.

El ex6n 6 del MSF ocupa una posicién entre una region de fijacion andloga de sulfato de heparina (exén 4 del MSF)
y las unidades repetitivas de tipo hemopexina (exones 8, 9 del MSF). La separacion de estos dominios favorece una
mayor interaccién con el glucosaminaglicano, que seria diferente de la vitronectina, en la que estos dominios se piensa
que compiten por fijarse sobre el glucosaminoglicano debido a su proximidad. Tal vez la capacidad de fijarse sobre el
glucosaminoglicano por uno o por ambos extremos del dominio lubricante sirve para estabilizar la actividad lubricante
en un cartilago cubierto con “lamina splendens”. Como alternativa, existe una interaccién entre una tribonectina y el
coldgeno de tipo II, dicha interaccidn sirve para fijar la tribonectina directamente sobre el cartilago.

Los lubricantes de capa limite, como son las tribonectinas, se fijan sobre las superficies de apoyo y generan una
repulsién mutua con el fin de lubricar en modo de limite. Este atributo bifuncional aparece como comportamiento
anfipético recubriendo superficies hidréfobas no bioldgicas, como el latex. Las glucosilaciones amplias interaccionan
con el entorno acuoso circundante. Cuando se eliminan los azicares dltimo y pentltimo, se elimina la capacidad
lubricante. La expresion del exén 6 del MSF se necesaria para la actividad lubricante; una actividad lubricante éptima
probablemente requiere la expresion de un dominio expresado por lo menos por un exén adicional del MSF, p.ej. el
exo6n 1. El ensayo de digestion con quimotripsina se realiza para intentar escindir el producto del exén 6 y estudiar
la capacidad lubricante del material digerido, suponiendo que los productos liberados por el ex6n no interferirdn en
la capacidad lubricante. El material digerido no lubrica bien, a pesar de la replicacién en presencia de leupeptina y
aprotinina, lo cual sugiere que pueden requerirse otros productos de exdn. Puede ser necesario, por ejemplo, el exén 3,
que tiene un nimero de restos cisteina que son importantes para la agregacién de polimeros de mucina. La capacidad
de una tribonectina de recubrir la superficie probablemente depende del caricter hidréfobo y de la capacidad de los
polimeros individuales de tribonectina de agregarse.

Los estudios inmunohistoquimicos no han conseguido detectar el sulfato de la condroitina-6, lo cual indica que no
estd presente o que estd impedida estéricamente detrds de las glucosilaciones unidades a través de O, que ocupan posi-
ciones adyacentes al D*’EASG?*, al que estaria unido el sulfato de condroitina. La presencia de sulfato de condroitina
y de queratina en la SZP se ha confirmado por marcado con S* y liberacién después de la digestién con queratinasa y
condroitina-liasa ABC. Sin embargo, no se observa un cambio significativo en el peso molecular aparente de la SZP
después de esta digestion, lo cual indica que solamente es probable un pequefio grado de sustitucion. Es posible que
el glucosaminoglicano esté conjugado con una tribonectina.
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Las tribonectinas y la SZP son moléculas similares que comparten los exones 1, 3 y de 6 a 12 del MSF y los
exones de empalme alternativo de 2 a 5. A pesar de su estructura primaria similar, se han detectado diferencias en las
modificaciones post-traduccionales entre las dos proteinas. La presencia del resto lubricante S(1-3)GalGalNAc unido
a través de O no se ha detectado en el caso de la SZP, pero si en las tribonectinas aqui descritas. La diferencia de
pesos moleculares aparentes entre tribonectinas y SZP se confirma con el andlisis “Western blotting” con anticuerpos
desarrollados contra la SZP, que se purifica a partir de condrocitos de zona superficial.

Sindrome de camptodactilia-artropatia-pericarditis (CAP)

Los ensayos de hibridacién “in sifu” indican que las secuencias de DNA que codifican a las tribonectinas residen
en el cromosoma 1g25, ya que las dos sondas de clones BAC se han localizado independientemente en la misma ubica-
cion. La investigacion booleana de la “herencia mendeliana “on-line” en el hombre” (OMIM) revela una enfermedad
artritica que se ha mapeado genéticamente en el mismo lugar. El sindrome de la camptodactilia-artropatia-pericarditis
(CAP) se caracteriza por el inicio juvenil de la artropatia no inflamatoria de articulaciones grandes y las contracturas
de flexién no traumdtica congénitas de una o mas articulaciones interfaldngicas (camptodactilia). El aspecto histopato-
16gico de los tejidos sinoviales y tenosinoviales de pacientes que padecen esta enfermedad congénita autosémica es el
de la hiperplasia sinoviocitica de tipo B y de la fibrosis de estadio terminal. El sindrome CAP es un resultado directo
de la lubricacién ineficaz que se manifiesta en un desgaste prematura de la articulacién. Algunos pacientes de CAP
también desarrollan pericarditis. Las tribonectinas aisladas, de origen natural o sintéticas, son ttiles para tratar el CAP
y para lubricar los tejidos del pericardio. E1 CAP se diagnostica detectando una mutacion del gen MSF.

Otras formas de ejecucion se definen en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una tribonectina que contiene una secuencia de aminoécidos que abarca por lo menos una, pero menos de 76
subunidades, en la que

(a) cada subunidad consta por lo menos de 7 aminodcidos;

(b) 1a secuencia de aminodcidos de dicha subunidad es idéntica por lo menos en un 50% con la SEQ ID NO: 3, en
la que un amino4cido no idéntico es una sustitucién conservadora de aminodcido;

(c) dicha tribonectina consta por lo menos de un resto 5(1-3)Gal-GalNAc; y
(d) por lo menos un 10% en peso de dicha tribonectina esta formado por oligosacaridos unidos a través de O.

2. La tribonectina de la reivindicacion 1, en la que la secuencia de aminoécidos de dicha subunidad es la SEQ ID
NO: 3.

3. La tribonectina de la reivindicacién 1, dicha tribonectina contiene ademds una o mds unidades repetitivas de la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4.

4. La tribonectina de la reivindicacién 1, dicha tribonectina contiene una secuencia de aminodcidos que es idéntica
por lo menos en un 95% con los aminodcidos 200-1140, inclusive, de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
1.

5. La tribonectina de la reivindicacion 4, dicha tribonectina contiene los aminoécidos 1-24 y 200-1404 de la SEQ
ID NO: 1, dicha tribonectina carece de los aminoacidos 25-199 de 1a SEQ ID NO: 1.

6. La tribonectina de la reivindicacién 4, dicha tribonectina contiene los aminoacidos 1-156 y 200-1404 de la SEQ
ID NO: 1, dicha tribonectina carece de los aminoacidos 157-199 de la SEQ ID NO: 1.

7. La tribonectina de la reivindicacion 4, dicha tribonectina contiene los aminodcidos 1-106 de la SEQ ID NO: 1y
200-1404 de 1a SEQ ID NO: 1, dicha tribonectina carece de los aminodcidos 107-199 de la SEQ ID NO: 1.

8. La tribonectina de la reivindicacion 4, dicha tribonectina contiene los aminoacidos 1-25 de la SEQ ID NO: 1,
67-106 de SEQ ID NO: 1y 200-1404 de 1a SEQ ID NO: 1, dicha tribonectina carece de los aminoécidos 26-66 de la
SEQ ID NO: 1.

9. La tribonectina de la reivindicacion 4, dicha tribonectina se caracteriza porque reduce el coeficiente de friccién
en las superficies de apoyo.

10. La tribonectina de la reivindicacion 4, dicha tribonectina se caracteriza porque reduce el coeficiente de friccién
entre las superficies de apoyo “in vitro”.

11. La tribonectina de la reivindicacién 4, dicha tribonectina se caracteriza porque reduce el coeficiente de fricciéon
entre superficies de apoyo “in vivo™.

12. La tribonectina de la reivindicacién 4, dicha tribonectina no aumenta sustancialmente la viscosidad de la
solucidn a la que se afiade.

13. La tribonectina de la reivindicacién 1, en la que por lo menos el 20% de dicha tribonectina estd glucosilado
con restos oligosacdrido unidos a través de O.

14. La tribonectina de la reivindicacién 1, en la que por lo menos un 40% de dicha tribonectina estd glucosilado
con restos oligosacdrido unidos a través de O.

15. La tribonectina de la reivindicacién 1, en la que el peso molecular de dicha tribonectina se sittia en el intervalo
de 220-280 kDa.

16. La tribonectina de la reivindicacién 1, dicha tribonectina contiene un fragmento de factor de estimulacion de
megacariocitos.

17. La tribonectina de la reivindicacion 4, dicha tribonectina contiene una secuencia de aminodcidos que es idéntica
por lo menos en un 98% con la secuencia de los restos 200-1140, inclusive, de la SEQ ID NO: 1.

18. La tribonectina de la reivindicacion 4, dicha tribonectina contiene la secuencia de aminoécidos de los restos
200-1140, inclusive, de la SEQ ID NO: 1.

19. La tribonectina de la reivindicacién 4, dicha tribonectina contiene una secuencia de aminodcidos que es idéntica
por lo menos en un 95% con la secuencia de los restos 200-1167, inclusive, de la SEQ ID NO: 1.
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20. La tribonectina de la reivindicacion 4, dicha tribonectina contiene la secuencia de aminoacidos de restos 200-
1167, inclusive, de la SEQ ID NO: 1.

21. La tribonectina de la reivindicacidn 4, dicha tribonectina contiene una secuencia de aminodcidos que es idéntica
por lo menos en un 95% con la secuencia de los restos 200-1212, inclusive, de la SEQ ID NO: 1.

22. La tribonectina de la reivindicacion 4, dicha tribonectina contiene la secuencia de aminoacidos de restos 200-
1212, inclusive, de 1la SEQ ID NO: 1.

23. La tribonectina de la reivindicacién 4, dicha tribonectina contiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica
por lo menos en un 95% con la secuencia de los restos 200-1263, inclusive, de la SEQ ID NO: 1.

24. La tribonectina de la reivindicacion 4, dicha tribonectina contiene la secuencia de aminoacidos de restos 200-
1263, inclusive, de 1a SEQ ID NO: 1.

25. La tribonectina de la reivindicacion 4, dicha tribonectina carece de la secuencia de aminodacidos de restos 1-24,
inclusive, de la SEQ ID NO: 1.

26. La tribonectina de la reivindicacién 4, dicha tribonectina carece de la secuencia de aminoacidos de restos 67-
104, inclusive, de la SEQ ID NO: 1.

27. El uso de la tribonectina de la reivindicacion 1 6 4 para la fabricacion de un medicamento destinado a lubricar
una articulacion de un mamifero.

28. El uso de la reivindicacién 27, en el que dicha articulacién es una articulacién de un ser humano.
29. El uso de la reivindicacién 27, en el que dicha articulacién es una articulacién de un perro.

30. El uso de la reivindicacién 27, en el que dicha articulacién es una articulacién de un caballo.

31. El uso de la reivindicacién 27, en el que dicho medicamento se administra por via intraarticular.

32. El uso de una tribonectina de la reivindicacién 1 6 4 para la fabricacién de un medicamento destinado a prevenir
o a tratar el sindrome de la camptodactilia-artropatia-pericarditis en un mamifero.

33. Una composicién biocompatible que contiene la tribonectina de la reivindicacion 1 6 4, dicha composicion se
presenta en una forma apropiada para inhibir la formacién de adhesiones de tejidos.

34. La composicién de la reivindicacion 33, dicha composicion se presenta en forma de membrana, espuma, gel o
fibra.

35. El uso de una tribonectina de la reivindicacién 1 6 4 para la fabricacién de un medicamento destinado a inhibir
la formacién de adhesiones entre una primera superficie y una segunda superficie de un mamifero.

36. El uso de la reivindicacion 35, en el que dicha primera superficie y dicha segunda superficie son, ambas, tejidos
lesionados de dicho mamifero.

37. El uso de la reivindicacién 35, en el que dicha primera superficie o dicha segunda superficie es un dispositivo
artificial.

38. El uso de la reivindicacién 37, en el que dicho dispositivo artificial es un implante ortopédico.

39. El uso de la reivindicacién 35, en el que dicho medicamento se presenta en forma de una membrana, una
espuma, un gel o una fibra.

40. El uso de la reivindicacién 35, en el que dicha lesion se debe a una incisién quirdrgica.
41. El uso de la reivindicacién 35, en el que dicha lesion se debe a un trauma.

42. El uso de la reivindicacién 35, en el que dicha primera superficie o dicha segunda superficie es el tejido del
pericardio.

43. La tribonectina de la reivindicacién 1 6 4, dicha tribonectina contiene ademds una tapa NeuAc.
44. La tribonectina de la reivindicacién 1 6 4, dicha tribonectina contiene un polipéptido recombinante.

45. La tribonectina de la reivindicacién 1 6 4, dicha tribonectina contiene un polipéptido sintetizado quimicamente.
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