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DESCRIPCION

Glicoproteina hialuronidasa soluble (sSHASEGP), proceso para prepararla, usos y composiciones farmacéuticas
que la comprenden.

Referencia cruzada con solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica prioridad de acuerdo con 35 U.S.C. § 119 (e) respecto al documento U.S. de Nimero de
Serie 60/452.360, presentado el 5 de marzo de 2003.

Antecedentes de la invencion
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere en general a glicoproteinas hialuronidasa solubles activas a pH neutro (sSHASEGP),
porciones de las mismas, particularmente dominios hialuronidasa. Mds especificamente, la invencién se refiere a mo-
dificaciones quimicas, composiciones farmacéuticas, pldsmidos de expresion, métodos para la fabricacién y métodos
terapéuticos que usan las glicoproteinas hialuronidasas y dominios de las mismas y las moléculas de 4cido nuclei-
co codificantes para la modificacion terapéutica de glicosaminoglicanos en el tratamiento de una enfermedad y para
el uso para aumentar la difusién de otras moléculas inyectadas de menos de 200 nandémetros de didmetro en un
animal.

Informacion antecedente

Los glicosaminoglicanos (GAG) son polisacéridos lineales complejos de la matriz extracelular (ECM). Los GAG
se caracterizan por estructuras disacaridas repetidas de una hexosamina N-sustituida y un acido urénico, [hialuronano
(HA), sulfato de condroitina (CS), condroitina (C), sulfato de dermatan (DS), sulfato de heparan (HS), heparina (H)],
o una galactosa, [sulfato de queratdan (KS)]. Excepto por el HA, todos se presentan unidos covalentemente a proteinas
de nicleo. Los GAG con sus proteinas de nicleo se denominan estructuralmente proteoglicanos (PG).

El hialuronano (HA) se encuentra en mamiferos predominantemente en tejidos conjuntivos, piel, cartilago y en
liquido sinovial. El hialuronano también es el constituyente principal del humor vitreo del ojo. En el tejido conjuntivo,
el agua de hidratacién asociada con el hialuronano genera espacios entre tejidos, generando de este modo un entorno
que conduce a movimiento y proliferacion celular. El hialuronano desempefia un papel clave en fenémenos bioldgicos
asociados con la motilidad celular incluyendo el desarrollo rapido, regeneracion, reparacion, embriogénesis, desarrollo
embrionario, cicatrizacioén de heridas, angiogénesis y oncogénesis (Toole 1991 Cell Bioll Extracell. Matrix, Hay (ed.),
Plenum Press, Nueva York, 1384-1386; Bertrand et al. 1992 Int. J. Cancer 52: 1-6; Knudson et al, 1993 FASEB J.
7: 1233-1241). Ademas, los niveles de hialuronano se correlacionan con la agresividad tumoral (Ozello et al. 1960
Cancer Res. 20: 600-604; Takeuchi et al. 1976, Cancer Res. 36: 2133-2139; Kimata et al. 1983 Cancer Res.43: 1347-
1354).

El HA se encuentra en la matriz extracelular de muchas células, especialmente en tejidos conjuntivos blandos. Al
HA se le han asignado diversas funciones fisioldgicas, tales como en la homeostasis del agua y de proteinas plasmaticas
(Laurent TC et al (1992) FASEB J 6: 2397-2404). La produccién de HA aumenta en células en proliferacién y puede
desempefar un papel en la mitosis. También se ha implicado en la locomocién y en la migracién celular. E1 HA parece
desempefar papeles importantes en la regulacion, desarrollo y diferenciacidn celular (Laurent ef al, anteriormente).

El HA se ha usado en la medicina clinica. Su propiedades reoldgicas y protectoras de tejidos han demostrado
utilidad en la cirugia oftdlmica para proteger el endotelio corneal durante la cirugia de cataratas. E1 HA sérico es
diagnéstico de enfermedad hepdtica y diversas afecciones inflamatorias, tales como artritis re6umatoide. El edema in-
tersticial causado por acumulacién de HA puede causar disfuncién en diversos érganos (Laurent ef al, anteriormente).

Las interacciones proteicas del hialuronano también estan implicadas en la estructura de la matriz extracelular o
“sustancia fundamental”.

Las hialuronidasas son un grupo de enzimas activas a pH neutro y a pH dcido que se encuentran por todo el reino
animal. Las hialuronidasas varian con respecto a la especificidad de sustrato y mecanismo de accion.

Existen tres clases generales de hialuronidasas:

1. Hialuronidasas de tipo mamifero, (EC 3.2.1.35) que son endo-beta-N-acetilhexosaminidasas con tetrasacaridos
y hexasacaridos como los productos finales principales. Tienen actividades tanto hidrolitica como transglicosidasa y
pueden degradar el hialuronano y los sulfatos de condroitina (CS), en concreto C4-S y C6-S.

2. Las hialuronidasas bacterianas (EC 4.2.99.1), degradan el hialuronano y en diversos grados CS y DS. Son endo-
beta-N-acetilhexosaminidasas que funcionan mediante una reaccién de beta-eliminacién que produce principalmente
productos finales disacaridos.
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3. Las hialuronidasas (EC 3.2.1.36) de sanguijuelas, otros parasitos y crustidceos son endo-beta-glucuronidasas que
generan productos finales tetrasacaridos y hexasacaridos a través de la hidr6lisis del enlace beta 1-3.

Las hialuronidasas de mamifero pueden dividirse adicionalmente en dos grupos: enzimas activas a pH neutro y
activas a pH 4cido. Existen seis genes de tipo hialuronidasa en el genoma humano, HYAL1, HYAL2, HYAL3 HYAL4
HYALPI1 y PH20/SPAM1. HYALP1 es un pseudogén y no se ha demostrado que HYAL3 posea actividad enzimética
hacia ningtn sustrato conocido. HYAL4 es una condroitinasa y carece de actividad hacia hialuronano. HYALI1 es la
enzima activa a pH acido prototipica y PH20 es la enzima activa a pH neutro prototipica. Las hialuronidasas activas a
pH 4cido, tales como HYAL1 y HYAL?2, carecen de actividad catalitica a pH neutro. Por ejemplo, la HYALI no tiene
actividad catalitica in vitro sobre pH 4.5 (Frost et al Anal Biochemistry, 1997). HYAL?2 es una enzima activa a pH
dcido con una actividad especifica muy baja in vitro.

Las enzimas de tipo hialuronidasa también pueden estar caracterizadas por las que estdn inmovilizadas en la mem-
brana plasmatica a través de un anclaje glicosilfosfatidilinositol tal como HYAL2 humana y PH20 humana (Danilko-
vitch-Miagkova, et al. Proc Natl Acad Sci USA. 15 de abril de 2003; 100 (8): 4580-5, Phelps et al., Science 1988)
y las que son solubles, tales como HYAL1 humana (Frost ef al, Biochem Biophys Res Commun. 9 de julio de 1997,
236 (1): 10-5). Sin embargo, existen variaciones entre especies: por ejemplo, la PH20 bovina se unen muy débilmente
a la membrana plasmdtica y no se ancla mediante un anclaje sensible a fosfolipasa (Lalancette et al, Biol Reprod.,
agosto 2001; 65 (2): 628-36.). Esta caracteristica Unica de la hialuronidasa bovina ha permitido el uso de la enzima
hialuronidasa de testiculos bovinos soluble como un extracto para uso clinico (Wydase®, Hyalase®). Otras especies de
PH20 son enzimas ancladas a lipidos que no son insolubles sin el uso de detergentes o lipasas. Por ejemplo, la PH20
humana se ancla a la membrana plasmatica a través de un anclaje GPI. Los intentos para preparar construcciones de
ADN de PH20 humana que no introducirian un anclaje lipidico en el polipéptido dieron como resultado una enzima
cataliticamente inactiva o una enzima insoluble (Arming et al Eur J Biochem. 1 de Agosto de 1997;247 (3): 810-4). La
hialuronidasa de esperma de macaco de origen natural se encuentra en forma tanto soluble como unida a membrana.
Mientras que la forma unida a membrana de 64 kDa posee actividad enzimética a pH 7,0, la forma de 54 kDa sélo es
activa a pH 4,0 (Cherr et al, Dev Biol. 10 de abril de 1996; 175 (1): 142-53). Por lo tanto, las formas solubles de PH20
carecen con frecuencia de actividad enzimdtica en condiciones neutras.

Las condroitinasas son enzimas que se encuentran por todo el reino animal. Estas enzimas degradan los glicosami-
noglicanos a través de una reaccién endoglicosidasa. Los ejemplos especificos de condroitinasas conocidas incluyen
condroitinasa ABC (obtenida de Proteus vulgaris; Solicitud de Patente Japonesa abierta a inspeccién piiblica N° 6-
153947, T. Yamagata, H. Saito, O. Habuchi y S. Suzuki, J. Biol. Chem., 243, 1523 (1968), S. Suzuki, H. Saito, T. Ya-
magata, K. Anno, N. Seno, Y. Kawai, y T. Furuhashi, J. Biol. Chem., 243, 1543 (1968)), condroitinasa AC (obtenida
de Flavobacterium heparinum; T. Yamagata, H. Saito, O. Habuchi y S. Suzuki, J. Biol. Chem., 243, 1523 (1968)),
condroitinasa AC II (obtenida de Arthrobacter aurescens; K. Hiyama y S. Okada, J. Biol. Chem., 250, 1824 (1975),
K. Hiyama y S. Okada, J. Biochem. (Tokyo), 80, 1201 (1976)), hialuronidasa ACIII (obtenida de Flavobacterium sp.
Hp102; Hirofumi Miyazono, Hiroshi Kikuchi, Keiichi Yoshida, Kiyoshi Morikawa y Kiyochika Tokuyasu, Seikagaku,
61, 1023 (1989)), condroitinasa B (obtenida de Flavobacterium eparinum; Y. M. Michelacci y C. P. Dietrich, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 56, 973 (1974), Y. M. Michelacci y C. P. Dietrich, Biochem. J., 151, 121 (1975), Kenichi
Maeyama, AkiraTawada, Akiko Ueno y Keiichi Yoshida, Seikagaku, 57, 1189 (1985)), condroitinasa C (obtenida de
Flavobacterium sp. Hp102; Hirofumi Miyazono, Hiroshi Kikuchi, Keiichi Yoshida, Kiyoshi Morikawa y Kiyochika
Tokuyasu, Seikagaku, 61, 1023 (1939)) y similares.

Las glicoproteinas estdn compuestas por una cadena polipeptidica unida covalentemente a uno o mas restos carbo-
hidrato. Existen dos amplias categorias de glicoproteinas que poseen carbohidratos acoplados a través de sus enlaces
N-glicosidicos u O-glicosidicos a su proteina constituyentes Los glicanos ligados a N y O se unen a polipéptidos a
través de enlaces asparagina-N-acetil-D-glucosamina y serina(treonina)-N-acetil-D-galactosamina, respectivamente.
Los oligosacdridos ligados a N complejos no contienen restos manosa terminales. Contienen sélo restos N-acetilglu-
cosamina, galactosa y/o dcido sidlico terminales. Los oligosacaridos hibridos contienen restos manosa terminales, asi
como restos N-acetilglucosamina, galactosa y/o 4cido sidlico terminales.

Con glicoproteinas ligadas a N, un precursor oligosacarido se une al grupo amino de asparagina durante la sin-
tesis peptidica en el reticulo endoplasmico. El resto oligosacarido se procesa después secuencialmente mediante una
serie de enzimas especificas que delecionan y afiaden restos de azicares. El procesamiento se produce en el reticulo
endopldsmico y continda con su paso a través del aparato cis-, medial- y trans-Golgi.

Sumario de la invenciéon

Se proporcionan en este documento miembros de la familia de glicoproteinas hialuronidasas solubles activas a
pH neutro, particularmente las proteinas hialuronidasas PH-20 humanas solubles (también denominadas en este do-
cumento sHASEGP). La sHASEGP proporcionada en este documento es un miembro de la familia de sHASEGP,
denominada en este documento SHASEGP. También se proporciona el dominio hialuronidasa soluble y los usos del
mismo.

La invencién se basa en el descubrimiento de que puede producirse una actividad de hialuronidasa soluble activa
a pH neutro con alto rendimiento en un sistema de expresiéon en mamiferos por introduccién de 4cidos nucleicos
que carecen de aminodcidos que codifican una regioén estrecha en el extremo carboxi terminal del ADNc de PH20
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humana. También se proporcionan modificaciones adicionales de la sHASEGP para aumentar la secrecién mediante
el uso de péptidos lider no nativos. Se proporcionan ademds métodos para modificar la sHASEGP para prolongar su
semivida a modo de enmascaramiento de la proteina con polietilenglicol y modificaciones postraduccionales respecto
a la glicosilacién nativa. Los intentos previos para generar una SHASEGP humana secretada activa a pH neutro no
tuvieron éxito. Se concluyé que los truncamientos del polipéptido SHASEGP humano daban como resultado tanto una
pérdida de actividad enzimdtica a pH neutro como una incapacidad de las células para secretar la proteina recombinante
en sistemas de expresion en mamiferos (Arming, et al Eur J Biochem 1 de agosto de 1997; 247 (3): 810-4). Es critico
generar una SHASEGP secretada que actiie a pH neutro para la produccién comercial y la utilidad terapéutica como
hialuronidasa. La invencién, descrita en este documento, supera dichos retos.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona una glicoproteina sustancialmente purificada que com-
prende un polipéptido hialuronidasa soluble activo a pH neutro que contiene al menos un resto azicar ligado a N,
estando el resto azicar ligado a N unido covalentemente a un resto asparagina del polipéptido; la glicoproteina sustan-
cialmente purificada comprende una secuencia de aminodcidos incluida en la SEC ID N°: 1 o una secuencia que tiene
una identidad de secuencia de aminodcidos de al menos aproximadamente el 91% con una secuencia de aminodcidos
incluida en la SEC ID N°: 1; y la glicoproteina sustancialmente purificada es soluble. Los estudios que se muestran en
este documento demuestran que la PH20 humana requiere glicanos ligados a N para la actividad catalitica, mientras
que las hialuronidasas bovina y de veneno de abeja permanecen activas sin dichos glicanos ligados a N. Un dominio
hialuronidasa humano desprovisto de restos ligados a N es cataliticamente inactivo. Por lo tanto, la tecnologia de
ADN recombinante cldsica no permite la produccién de una sSHASEGP humana cataliticamente activa, a diferencia de
la HASEGP de veneno de abeja, que puede producirse en E. coli.

La invencién incluye métodos y células para la generacién de un polipéptido glicoproteico sHASEGP ligado a N
mediante el uso de una célula capaz de introducir dichos restos de azicares ligados a N o por introduccién de dichos
restos ligados a N en un polipéptido sHASEGP. Se describen adicionalmente métodos para identificar apropiadamente
sHASEGP glicosilados.

Se proporcionan modificaciones de SHASEGP para prolongar adicionalmente la semivida. Se proporcionan mo-
dificaciones quimicas de una sSHASEGP con polimeros tales como polietilenglicol y dextrano. Dichas modificaciones
protegen a la sHASEGP de su eliminacién de la circulacién y del sistema inmune, asf como receptores de glicosilacién
para manosa y asialoglicoproteina. Se proporcionan ademds métodos para unir a grupos funcionales especificos, tales
como sitios de glicosilacién, aminodcidos cargados positivamente y cisteinas.

También se proporcionan en este documento ensayos para identificar efectores, tales como compuestos, incluyendo
moléculas pequefias, y condiciones, tales como pH, temperatura y fuerza iénica, que modulan la activacién, expresion
o actividad de sHASEGP. En ensayos ejemplares, se evalian los efectos de compuestos de ensayo sobre la capacidad
de un dominio hialuronidasa de SHASEGP para escindir un sustrato conocido, tipicamente un glicosaminoglicano o
proteoglicano. Los agentes, generalmente compuestos, particularmente moléculas pequefias, que modulan la actividad
del dominio hialuronidasa son compuestos candidato para modular la actividad de la sHASEGP. Los dominios hia-
luronidasa también pueden usarse para producir anticuerpos especificos de hialuronidasa con actividad de alteracién
de la funcién. Los dominios hialuronidasa proporcionados en este documento incluyen, pero sin limitacién, el domi-
nio glicosil-hidrolasa N-terminal con porciones C-terminales del mismo truncadas que presenta actividad catalitica in
vitro.

También se proporcionan moléculas de 4cido nucleico que codifican las proteinas y dominios hialuronidasa. Se
proporcionan moléculas de 4cido nucleico que codifican un dominio hialuronidasa soluble o porciones cataliticamente
activas del mismo y también los que codifican la SHASEGP de longitud completa. El 4cido nucleico que codifica el
dominio hialuronidasa y el dcido nucleico cadena abajo se exponen en la SEC ID N°: 6; y el dominio hialuronidasa
de sHASEGP se expone en la SEC ID N°: 1 (aminoécidos 35-464). La secuencia proteica y la secuencia de 4cido
nucleico codificante de la SHASEGP de longitud completa se exponen en las SEC ID N°:1 y 6.

También se proporcionan moléculas de 4cido nucleico que hibridan con dicho 4cido nucleico codificante de sHA-
SEGP a lo largo de su longitud completa o a lo largo de al menos aproximadamente el 70%, 80% o 90% de la longitud
completa y codifican el dominio hialuronidasa o una porcién del mismo. La hibridacion se efectia generalmente en
condiciones de rigurosidad al menos reducida, generalmente al menos moderada y con frecuencia elevada.

El fragmento de acido nucleico aislado es ADN, incluyendo genémico o ADNc, o es ARN o puede incluir otros
componentes, tales como dcido peptidonucleico u otros andlogos de nucleétidos. El dcido nucleico aislado puede
incluir componentes adicionales, tales como promotores heterélogos o nativos y otras secuencias reguladoras de la
transcripcion y de la traduccidn, estos genes pueden unirse a otros genes, tales como genes indicadores u otros genes
indicadores o genes que codifican indicadores.

También se proporciona una molécula de 4cido nucleico aislada que incluye la secuencia de moléculas que es
complementaria a la secuencia de nucleétidos que codifica sHASEGP o la porcién de la misma.

También se proporcionan fragmentos de los mismos u oligonucleétidos que pueden usarse como sondas o ceba-
dores y que contienen al menos aproximadamente 10, 14, 16 nucle6tidos, generalmente menos de 1000 o menos de
o igual a 100, expuestos en la SEC ID N°: 6 (o la complementaria de la misma); o contienen al menos aproximada-
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mente 30 nucleétidos (o la complementaria de los mismos) o contienen oligonucleétidos que hibridan a lo largo de su
longitud completa (o al menos aproximadamente el 70, 80 0 90% de la misma) con cualquiera de dichos fragmentos u
oligonucleétidos. La longitud de los fragmentos estd en funcién del propdsito para el que se usen y/o de la compleji-
dad del genoma de interés. Generalmente las sondas y cebadores contienen menos de aproximadamente 50, 150 6 500
nucleétidos.

También se proporcionan pldsmidos que contienen cualquiera de las moléculas de 4cido nucleico proporcionadas
en este documento. También se proporcionan células que contienen los plasmidos. Dichas células incluyen, pero sin
limitacion, células bacterianas, células de levaduras, células fingicas, células vegetales, células de insecto y células
animales.

También se proporcionan sistemas de expresiéon en mamiferos potenciados usando lideres de sefial capaces de una
secrecion eficaz de sHASEGP. Un ejemplo de dicha secuencia de aminodcidos de péptido lider secretor eficaz y de la
proteina de fusién con sHASEGP se encuentra en las SEC ID N°: 43 y 46.

También se proporciona un método para producir una glicoproteina sustancialmente purificada que comprende
introducir un 4cido nucleico que codifica un polipéptido de la invencién unido operativamente a un promotor adecuado
en una célula capaz de incorporar restos de aziicares ligados a N en el polipéptido; cultivar la célula en condiciones
por las que se exprese por la célula un polipéptido codificado; y recuperar el polipéptido o polipéptidos expresados.

También se proporcionan células, generalmente células eucariotas, tales como células de mamifero y células de
levadura, en las que el polipéptido SHASEGP se expresa en la superficie de las células. Dichas células se usan en
ensayos de seleccion de farmacos para identificar compuestos que modulan la actividad del polipéptido sHASEGP.
Estos ensayos, incluyendo ensayos de unidn in vitro, y ensayos basados en transcripcion en los que se evalia la
transduccién de sefiales mediada directa o indirectamente, tal como por activacién de factores procrecimiento, por la
sHASEGP.

También se proporcionan péptidos codificados por dichas moléculas de dcido nucleico. Entre esos polipéptidos
se incluye el dominio hialuronidasa de sHASEGP o un polipéptido con cambios de aminodcidos de modo que la
especificidad y/o actividad hialuronidasa permanezca sustancialmente sin cambios. En particular, se proporciona una
glicoproteina sSHASEGP de mamifero sustancialmente purificada que incluye una forma secretada cataliticamente
activa a pH neutro.

La invencién también incluye un dominio catalitico hialuronidasa y puede incluir ademds otros dominios. La
SHASEGP puede formar homodimeros y también puede formar heterodimeros con alguna otra proteina, tal como
una proteina unida a membrana. También se proporciona una glicoproteina sustancialmente purificada que incluye
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% con la SHASEGP, determindndose el porcentaje de identidad usando algoritmos y penalizaciones por huecos
convencionales que maximizan el porcentaje de identidad.

Se contemplan en este documento variantes de corte y empalme de la sHASEGP, particularmente aquellos con un
dominio hialuronidasa cataliticamente activo.

En otras realizaciones, se proporcionan polipéptidos sustancialmente purificados que incluyen un dominio hialuro-
nidasa de un polipéptido sSHASEGP o una porcion cataliticamente activa del mismo, pero que no incluyen la secuencia
completa de aminodcidos expuesta en la SEC ID N°: 1. Entre estos hay polipéptidos que incluyen una secuencia de
aminodcidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 95% o 100% con la SEC ID N°: 1 6 3.

En una realizacion especifica, se proporciona un dcido nucleico que codifica una glicoproteina hialuronidasa euca-
riota denominada sHASEGP. En particular, el 4cido nucleico incluye la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEC
ID N°: 6, particularmente expuesta como los nucle6tidos 106-1446 de la SEC ID N°: 6 o una porcién de la misma que
codifique un polipéptido cataliticamente activo.

También se proporcionan moléculas de 4cido nucleico que hibridan en condiciones de rigurosidad al menos re-
ducida, generalmente rigurosidad moderada, mds tipicamente rigurosidad elevada con la SEC ID N°: 6 o secuencias
degeneradas de la misma.

En una realizacion, el fragmento de dcido nucleico aislado hibrida con una molécula de 4cido nucleico que contiene
la secuencia de nucledtidos expuesta en la SEC ID N°: 6 (o secuencias degeneradas de la misma) en condiciones de
alta rigurosidad. Una sHASEGP de longitud completa se expone en la SEC ID N°: 1 y estd codificada por la SEC ID
N°: 6 o secuencias degeneradas de la misma.

También se proporcionan muteinas del dominio hialuronidasa de sHASEGP, particularmente muteinas en las que el
resto Cys en el dominio hialuronidasa que esté libre, es decir, que no forma enlaces disulfuro con ningtin otro resto Cys
en el dominio hialuronidasa, se sustituye con otra sustituciéon de aminodacido, tipicamente, aunque no necesariamente,
con una sustitucién de aminodcido conservativo o una sustitucién que no elimine la actividad, y muteinas en las que
se elimina un sitio o sitios de glicosilacion especificos.
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Se proporcionan en este documento polipéptidos sSsHASEGP, incluyendo pero sin limitacion, variantes de corte
y empalme de la misma y 4cidos nucleicos que codifican SHASEGP y dominios, derivados y andlogos de la misma.
También se proporcionan glicoproteinas hialuronidasa secretadas de cadena sencilla que tienen un extremo N-terminal
funcionalmente equivalente al generado por activacién de una peptidasa sefial para formar sHASEGP. Existen siete
sitios de glicosilacion ligados a N potenciales en N82, N166, N235, N254, N368, N393, N490 de la sHASEGP como
se ejemplifica en la SEC ID N°: 1. Se forman enlaces disulfuro entre los restos Cys C60-C351 y los restos Cys C224 a
C238 para formar el dominio hialuronidasa de nicleo. Sin embargo, son necesarias cisteinas adicionales en el extremo
carboxi terminal para una actividad catalitica enzimédtica a pH neutro, de modo que la sSHASEGP de los aminodacidos
36 a Cys 464 en la SEC ID N°:1 comprende el dominio hialuronidasa de sHASEGP humana minimamente activo. Por
lo tanto, el sitio de glicosilacion ligado a N N-490 no es necesario para una actividad de sSHASEGP apropiada.

La glicosilacién ligada a N de la sSHASEGP ses critica para su actividad catalitica y su estabilidad. Mientras que
la alteracion del tipo de glicano que modifica una glicoproteina puede tener efectos drasticos sobre la antigenicidad,
plegamiento estructural, solubilidad y estabilidad de una proteina, se piensa que la mayoria de las enzimas no re-
quieren glicosilacién para una actividad enzimaética éptima. Por lo tanto, las SHASEGP son tnicas a este respecto, de
modo que la eliminacién de la glicosilacion ligada a N puede dar como resultado una inactivacién casi completa de la
actividad hialuronidasa. La presencia de glicanos ligados a N es critica para generar una SHASEGP activa. Se inclu-
yen sistemas de expresion de proteinas adecuados para la introduccién de restos de glicosilacion ligados a N criticos
en sHASEGP. Ademds, se incluye la introduccién de polipéptido sHASEGP desglicosilado en presencia de extractos
capaces de introducir glicanos ligados a N. En un aspecto de la invencidn, se describe una glicosilacion compleja
protegida terminalmente con sialacion, aunque también se contemplan otras protegidas terminalmente con restos ma-
nosa libres. Preferiblemente, se encuentran restos de dcido sidlico en los restos terminales de glicosilacion ligada a N
en sHASEGP.

Los oligosacaridos ligados a N se incluyen en varios tipos principales (de oligomanosa, complejos, hibridos, sulfa-
tados), teniendo todos nicleos de 3-GlcNAc-GIcNAc (Man) unidos mediante el nitrégeno amida de restos Asn que se
incluyen en secuencias -Asn-Xaa-Thr/Ser- (en las que Xaa no es Pro). Se ha descrito la glicosilacién en un sitio -Asn-
Xaa-Cys- para proteina de coagulacién C. Con frecuencia se asignan indirectamente los sitios ligados N por aparicién
de un ciclo “en blanco” durante la secuenciacién. La identificacién positiva puede realizarse después de la liberacién
del oligosacérido por PNGasa F, que convierte la Asn glicosilada en Asp. Después de la liberacién por PNGasa F,
los oligosacdridos ligados a N pueden purificarse usando cromatografia Bio-Gel P-6, sometiéndose la combinacién de
oligosacdridos a cromatografia preparativa de intercambio aniénico a pH elevado (HPAEC) (Townsend et al., (1989)
Anal. Biochem. 182, 1-8). Se pueden resolver ciertos isémeros de oligosacaridos usando HPAEC. Los restos fuco-
sa desplazarén las posiciones de elucién antes en el cromatograma de HPAEC, mientras que los restos édcido sidlico
adicionales aumentaran el tiempo de retencion. El tratamiento simultdneo de glicoproteinas cuyas estructuras de oli-
gosacaridos se conocen (por ejemplo, fetuina bovina, glicoproteina 4cida a-1, ovoalbiimina, ARNasa B, transferrina)
puede facilitar la asignacién de los picos de oligosacaridos. Los oligosacéridos recogidos pueden caracterizarse por
una combinacién de andlisis de composicion y de enlaces por metilacion (Waeghe et al; (1983), Carbohydr Res. 123,
281-304), asigndndose las configuraciones anoméricas mediante espectroscopia de RMN (Van Halbeek (1993) en
Methods Enzymol 230).

También se proporcionan formulaciones de SHASEGP. Pueden formularse SHASEGP en formas liofilizadas y
soluciones estabilizadas. Las formulaciones que contienen iones metélicos especificos, tales como calcio, magnesio
o sodio son ttiles para una actividad 6ptima a pH neutro. Ademds de formulaciones en solucién estabilizadas, se
contemplan en este documento formulaciones de liberacién lenta para una eliminacién prolongada de glicosaminogli-
canos. También se proporcionan en este documento kits que proporcionan jeringas preenvasadas de sHASEGP para
la administracién de pequefios volimenes de SHASEGP para procedimientos quirtirgicos intraoculares y otros proce-
dimientos de volumenes pequefios. También se proporcionan formulaciones salinas equilibradas para uso ex vivo en
procedimientos de tecnologia reproductiva artificial.

También se proporciona el uso de SHASEGP en la eliminacién de glicosaminoglicanos. Las sHASEGP abren cana-
les en el espacio intersticial a través de la degradacion de glicosaminoglicanos que permiten la difusién de moléculas
de un tamafio menor de 500 nm. Estos canales permanecen durante un periodo de 24-48 horas dependiendo de la dosis
y de la formulacién. Dichos canales pueden usarse para facilitar la difusion de moléculas anadidas exégenamente tales
como fluidos, moléculas pequefias, proteinas, dcidos nucleicos y vectores de terapia génica y otras moléculas de un
tamaiio inferior a 500 nm.

Las sHASEGPS también pueden usarse para eliminar glicosaminoglicanos en exceso tal como los que apare-
cen después de isquemia-reperfusion, inflamacién, arterioesclerosis, edema, cancer, lesién de médula espinal y otras
formas de cicatrizacién. En algunos casos, las SHASEGP pueden suministrarse por via sistémica mediante infusién
intravenosa. Esto puede ser titil cuando el acceso local no estd facilmente disponible, tal como el corazén o el cerebro
o en el caso de una neoplasia diseminada, en la que la enfermedad est4 por todo el cuerpo. Son preferibles SHASEGP
supersialadas para aumentar la semivida en suero y la distribucién sobre enzimas hialuronidasa nativas que carecen de
dcidos sidlicos terminales.

En algunos casos, tales como lesién de médula espinal, glaucoma y tratamientos cosméticos, se prefiere un sumi-
nistro sostenido.
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En otras indicaciones, es preferible una sola dosis de accién corta. La eliminacién temporal de glicosaminoglicanos
puede usarse para aumentar el suministro de soluciones y fdrmacos en espacios intersticiales. Esto puede ser (til para
la difusién de anestesia y para la administraciéon de fluidos, moléculas y proteinas terapéuticas. La administracién
subcutdnea e intramuscular de moléculas en presencia de SHASEGP también facilita su distribucién sistémica mas
rapidamente. Dichos métodos son muy dtiles cuando el acceso intravenoso no esta disponible o cuando es necesario
un suministro sist¢émico mdas rapido de moléculas. El suministro de otras moléculas de gran tamaiio, tales como Factor
VIII, que estdn escasamente biodisponibles tras la administracion subcutanea, puede inyectarse con SHASEGP para
aumentar su disponibilidad.

También se proporcionan usos de SHASEGP para la eliminacién enzimética de la matriz del cumulus que rodea
los ovocitos. La eliminacion de la matriz del cumulus usando una sHASEGP purificada sin los contaminantes téxicos
de la hialuronidasa obtenida de extractos permite una recuperacién mas suave del ovocito con mayores viabilidades.
Ademis, pueden prepararse SHASEGP sin el uso de extractos de ganado u otros organismos que llevan virus y otros
patégenos tales como encefalopatias espongiformes transmisibles.

También pueden usarse inyecciones de pequefos volimenes de SHASEGP para uso intraocular para espacios pe-
quefios. Pueden inyectarse SHASEGP en la cdmara anterior del ojo para eliminar sustratos viscoeldsticos en exceso
que se administran durante la cirugfa. La inyeccién intraocular de SHASEGP también puede usarse para reducir la pre-
sién intraocular en el glaucoma, para disolver agregados vitreos, o “desprendimientos”, para limpiar una hemorragia
de humor vitreo, para el tratamiento de la degeneracién macular, para promover el desprendimiento de vitreorretinal
en la retinopatia diabética y mezclarse con otras enzimas para promover la reformacion de la cérnea junto con lentes
correctoras. Se reconocera que en algunos casos, el uso de una sHASEGP de larga duracién tal como una sHASEGP
pegilada serd deseable.

Pueden imaginarse coformulaciones de sHASEGP con otras sustancias para plumas inyectables para volimenes
pequefios o administracién subcutdnea répida. Pueden formularse ejemplos tales como Epipen®, insulina y otros flui-
dos. Los métodos de la invencién incluyen administracion del polipéptido sSHASEGP o composiciones farmacéuticas
que contienen SHASEGP antes de, simultdneamente con o después de la administracion de otras moléculas terapéuti-
cas. La sHASEGP puede administrarse en un sitio diferente del sitio de administracién de la molécula terapéutica o la
SHASEGP puede administrarse en el mismo sitio que el sitio de administracién de la molécula terapéutica.

Por lo tanto, se proporciona en este documento una familia de glicoproteinas hialuronidasas secretadas activas
a pH neutro eucariotas denominadas sHASEGP y dominios funcionales, especialmente dominios hialuronidasa (o
cataliticos) de las mismas, mutefnas y otros derivados y andlogos de las mismas. También se proporcionan en este
documento 4acidos nucleicos que codifican las SHASEGP. Ademads se proporcionan formulaciones y usos de dichas
SHASEGP para tratar enfermedades y para el uso como enzimas modificadoras de tejidos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un mapa de vector del vector HZ24 de sHASEGP.
Descripcion detallada de la invencion
A. Definiciones

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el mismo
significado que se entiende cominmente por un especialista en la técnica a la que pertenece la invencién o invenciones.
Todas las patentes, solicitudes de patentes, solicitudes publicadas y publicaciones, secuencias de Genbank, paginas
web y otros materiales publicados a los que se hace referencia por toda la descripcién de este documento, a menos
que se indique otra cosa, se incorporan como referencia en su totalidad. En caso de que exista una pluralidad de
definiciones para los términos de este documento, prevalecen las de esta seccion.

Cuando se hace referencia a una URL u otro identificador o direccidén de este tipo, se entiende que dichos identifi-
cadores pueden cambiar y que informacion particular en internet puede ir y venir, pero puede encontrarse informacién
equivalente buscando en internet. La referencia a las mismas prueba la disponibilidad y la difusién publica de dicha
informacidn.

Como se usan en este documento, las abreviaturas para cualquier grupo protector, aminodcido y otros compuestos
estan, a menos que se indique otra cosa, de acuerdo con el uso comtin, abreviaturas reconocidas, o la TUPAC-IUB
Commission on Biochemical Nomenclature (véase, (1972) Biochem. 11: 942-944).

Como se usa en este documento, la hialuronidasa eucariota se refiere a una familia diversa de endoglucosaminidasas
de glicosaminoglicanos en las que un resto glutamato en la hialuronidasa hidroliza los enlaces beta 1,4 del hialuronano
y sulfatos de condroitina a través de un mecanismo catalitico 4cido-base.

Son de interés particular las SHASEGP de origen de mamiferos, incluyendo seres humanos. Los especialistas
en esta técnica reconocen que, en general, las sustituciones de un solo aminodcido en regiones no esenciales de un
polipéptido no alteran sustancialmente la actividad biolégica (véase, por ejemplo, Watson et al., (1987) Molecular
Biology of the Gene, 4* Edicién, The Benjamin/Cummings Pub. co., pag. 224).
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Como se usa en este documento, una SHASEGP anclada a membrana, se refiere a una familia de hialuronidasas
ancladas a membrana que comparten caracteristicas estructurales comunes como se describen en este documento.

Como se usa en este documento, una hialuronidasa soluble se refiere a un polipéptido caracterizado por su solubili-
dad en condiciones fisioldgicas. La HASEGP soluble puede diferenciarse por ejemplo por su reparto en la fase acuosa
de una solucién de Triton X-114 calentada a 37°C (Bordier et al J Biol Chem., 25 de febrero de 1981; 256 (4): 1604-
7). Por otro lado, la HASEGP anclada por lipidos se repartird en la fase rica en detergente, pero se repartird en la fase
pobre en detergente o acuosa después el tratamiento con fosfolipasa C.

Por lo tanto, la referencia, por ejemplo, a “sHASEGP” incluye todas las glicoproteinas codificadas por la familia
de genes de sSHASEGP incluyendo, pero sin limitaciéon: sHASEGP humana, sHASEGP de ratén o una molécula
equivalente obtenida de cualquier otra fuente o que se ha preparado de forma sintética o que presenta la misma
actividad. Las secuencias de moléculas de 4cido nucleico codificantes y las secuencias de aminodcidos codificadas de
sHASEGP ejemplares y/o dominios de las mismas se exponen, por ejemplo, en la SEC ID N°: 4. El término también
incluye sSHASEGP con sustituciones de aminodcidos que no alteran sustancialmente la actividad de cada miembro y
también incluye variantes de corte y empalme de las mismas. Los especialistas en esta técnica conocen sustituciones
adecuadas, incluyendo, aunque no necesariamente, sustituciones conservativas de aminodcidos, y pueden realizarse
sin eliminar la actividad bioldgica, tal como la actividad catalitica de la molécula resultante.

Como se usa en este documento, una sHASEGP, cada vez que se hace referencia a la misma en este documento,
incluye un polipéptido que incluye la secuencia de aminodcidos incluida en la SEC ID N°: 1; o una secuencia de ami-
nodcidos que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 91% con la secuencia de aminodcidos
expuesta en la SEC ID N°: 1.

En particular, se describe el polipéptido sSHASEGP con los dominios hialuronidasa que se indican en la SEC ID N°:
4. El polipéptido es un polipéptido de una o dos cadenas. También se proporcionan porciones mds pequefias del mismo
que conservan la actividad hialuronidasa. Los dominios hialuronidasa de las sHASEGP varian en tamafio y constitu-
cién, incluyendo inserciones y deleciones en bucles superficiales. Por lo tanto, para los fines de este documento, el
dominio catalitico es una porciéon de una sHASEGP, como se define en este documento, y es homélogo a un dominio
de otras secuencias de tipo hialuronidasa, tales como HYAL1, HYAL2, HYAL3, que se han identificado previamente;
no se reconocié sin embargo, que una forma de cadena sencilla aislada del dominio hialuronidasa humano pudiera
funcionar en ensayos in vitro. Los restos aspartato y glutamato necesarios para la actividad estdn presentes en motivos
conservados.

Como se usa en este documento, un “dominio hialuronidasa neutro de una sHASEGP soluble” se refiere a un do-
minio beta-1,4-endoglucosaminidasa de una sHASEGP que presenta actividad hialuronidasa a pH neutro, es soluble
en condiciones como se describen y comparte homologia y caracteristicas estructurales con los dominios hialuroni-
dasa de la familia de glicosil-hidrolasas pero contiene secuencias adicionales en el extremo carboxi terminal que son
necesarias para la actividad a pH neutro. Por tanto, es al menos la porcién minima del dominio que presenta activi-
dad hialuronidasa como se evalia mediante ensayos in vitro convencionales y permanece soluble. Se contemplan en
este documento dichos dominios hialuronidasa y porciones cataliticamente activas de los mismos. También se pro-
porcionan formas truncadas del dominio hialuronidasa que incluyen el fragmento mds pequefio del mismo que actda
cataliticamente como una forma de cadena sencilla.

Un dominio hialuronidasa de una sHASEGP, cada vez que se hace referencia al mismo en este documento, incluye
al menos una o todas de o cualquier combinacién de o una porcién cataliticamente activa de: un polipéptido glico-
proteico ligado a N que incluye la secuencia de aminodcidos expuesta en la SEC ID N°: 1; un polipéptido codificado
por una secuencia de nucledtidos que hibrida en condiciones de rigurosidad reducida, moderada o elevada con la se-
cuencia de nucleétidos expuesta en la SEC ID N°: 6; un polipéptido que incluye la secuencia de aminodcidos expuesta
en la SEC ID N: 1; un polipéptido que incluye una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de secuencia
de al menos aproximadamente el 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83% , 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% con la secuencia de aminodcidos expuesta en la SEC ID N°: 1; y/o un
dominio hialuronidasa de un polipéptido codificado por una variante de corte y empalme de la sHASEGP.

Por lo tanto, para los fines de este documento, el dominio hialuronidasa es una porcién de una sHASEGP, como
se define en este documento, y es homélogo a un dominio de otras SHASEGP. Como con la clase mds grande de
enzimas de la familia de hialuronidasas, los dominios cataliticos de sSHASEGP comparten un alto grado de identidad de
secuencia de amino 4cidos. Los restos Asp y Glu necesarios para la actividad estdn presentes en motivos conservados.

Por forma activa se entiende una forma activa in vivo y/o in vitro. Como se describe en este documento, el dominio
hialuronidasa también puede existir como una glicoproteina secretada soluble. Se muestra en este documento que, al
menos in vitro, las formas de cadena sencilla de las SHASEGP y los dominios cataliticos o porciones enzimiticamente
activas de las mismas (tipicamente truncamientos C-terminales) presentan actividad hialuronidasa. Por lo tanto, se
proporcionan en este documento formas aisladas de los dominios hialuronidasa de SHASEGP y su uso en ensayos de
seleccion de farmacos in vitro para la identificacién de agentes que modulen la actividad de las mismas.

Como se usa en este documento, el dominio cataliticamente activo de una sHASEGP se refiere al dominio endo-
glucosaminidasa activo a pH neutro como se define por la actividad in vitro hacia un sustrato de glicosaminoglicano.
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Las sHASEGP de interés incluyen las que son activas frente a sulfatos de condroitina y proteoglicanos de sulfato de
condroitina (CSPQG) in vivo e in vitro; y las que son activas frente a hialuronano. Como se usa en este documento, una
SHASEGP humana es una codificada por un 4cido nucleico, tal como ADN, presente en el genoma de un ser humano,
incluyendo todas las variantes alélicas y variaciones conservativas siempre que no sean variantes que se encuentren en
otros mamiferos.

Como se usa en este documento, un 4cido nucleico que codifica un dominio hialuronidasa o porcion catalitica activa
de una “sHASEGP” debe interpretarse que se refiere a un acido nucleico que codifica s6lo el dominio hialuronidasa
de cadena sencilla detallado o una porcién activa del mismo y no las otras porciones contiguas de la sHASEGP como
una secuencia continua.

Como se usan en este documento, los términos “enfermedad” o “trastorno” se refieren a una afeccién patolégica en
un organismo que es el resultado de, por ejemplo, una infeccidn o defecto genético, y que se caracteriza por sintomas
identificables.

Como se usa en este documento, una variante de corte y empalme se refiere a una variante producida por procesa-
miento diferencial de un transcrito primario de dcido nucleico genémico, tal como ADN, que da como resultado mas
de un tipo de ARNm. Se proporcionan en este documento variantes de corte y empalme de sHASEGP.

Como se usa en este documento, el dominio hialuronidasa de una proteina SHASEGP se refiere al dominio hialu-
ronidasa de una sHASEGP que presenta una actividad endoglucosaminidasa a pH neutro. Por lo tanto, es al menos la
porcion minima de la proteina que presenta actividad endoglucosaminidasa como se evalda por ensayos convenciona-
les in vitro. Los dominios hialuronidasa humanos ejemplares incluyen al menos una porcién suficiente de secuencias
de aminodcidos expuestas en la SEC ID N°: 4 que presentan actividad endoglucosaminidasa.

También se contemplan moléculas de dcido nucleico que codifican un polipéptido que tiene actividad endogluco-
saminidasa en un ensayo hialuronidasa in vitro y que tienen una identidad de secuencia de al menos el 70%, 75%,
80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86 %, 81%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% con la longitud completa de un dominio hialuronidasa de un polipéptido sHASEGP, o que hibrida a lo largo de
su longitud completa o a lo largo de al menos aproximadamente el 70%, 80% o 90% de la longitud completa con
un 4cido nucleico que codifica un dominio hialuronidasa, particularmente en condiciones de rigurosidad moderada,
generalmente elevada.

Para los dominios hialuronidasa, los restos en la region N-terminal pueden ser criticos aunque no suficientes para su
actividad. Se muestra en este documento que el dominio hialuronidasa de la SHASEGP es cataliticamente activo. Por
lo tanto, el dominio hialuronidasa requiere generalmente los aminodcidos N-terminales del mismo para su actividad;
la porcion C-terminal puede estar truncada hasta el dltimo resto cisteina aunque requiere aminoacidos adicionales para
ser 6ptimamente activa. La cantidad que puede eliminarse puede determinarse empiricamente ensayando el polipéptido
para determinar su actividad hialuronidasa en un ensayo in vitro que evalde la escision catalitica.

Por lo tanto, se contemplan porciones mas pequeias de los dominios hialuronidasa, particularmente los dominios
de cadena sencilla de la misma que conservan actividad hialuronidasa. Dichas versiones mds pequefias son general-
mente versiones truncadas C-terminales de los dominios hialuronidasa. Los dominios hialuronidasa varfan en tamafio
y constitucidn, incluyendo inserciones y deleciones en bucles superficiales. Dichos dominios presentan una estructura
conservada, incluyendo al menos una caracteristica estructural, tal como el donador de protones y/o otras caracteris-
ticas de dominios hialuronidasa de endoglucosaminidasas. Por lo tanto, para los fines de este documento, el dominio
hialuronidasa es una porcién de cadena sencilla de una SHASEGP, como se define en este documento, pero es homo-
logo en sus caracteristicas estructurales y en la retencién de una similitud u homologia de secuencia con el dominio
hialuronidasa de otras secuencias de tipo hialuronidasa. La glicoproteina presenta actividad hialuronidasa como una
cadena sencilla.

Como se usa en este documento, por homélogo se entiende una identidad de secuencia de dcido nucleico superior al
25%, tal como del 25%, 40%, 60%, 70%, 80%, 90% o 95%. Si es necesario, se especificara el porcentaje de homologia.
Los términos “homologia” e “identidad” se usan con frecuencia indistintamente. En general, las secuencias se alinean
de modo que se obtenga el mayor orden de coincidencias (véase, por ejemplo, Computational Molecular Biology, Lesk,
A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.
W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part/, Griffin, A. M., y Griffin,
H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic
Press, 1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991;
Carillo et al. (1988) et al. (1988) Slam J Applied Math 48]: 1073).

Mediante la identidad de secuencia, se determina el niimero de aminodcidos conservados mediante programas de
algoritmos de alineamiento convencionales y se usan con las penalizaciones por huecos por defecto establecidas por
cada proveedor. Las moléculas de dcido nucleico sustancialmente homdlogas hibridarian tipicamente a una rigurosidad
moderada o a una rigurosidad elevada a todo lo largo de la longitud del 4cido nucleico o a lo largo de al menos
aproximadamente el 70%, 80% o 90% de la molécula de acido nucleico de longitud completa de interés. También se
contemplan moléculas de dcido nucleico que contienen codones degenerados en lugar de codones en la molécula de
acido nucleico que hibrida.
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Puede determinarse si dos moléculas de 4cido nucleico cualesquiera tienen secuencias de nucledtidos que tienen
una “identidad” de al menos, por ejemplo, el 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% usando algoritmos
informaticos conocidos tales como el programa “FASTA”, usando por ejemplo los pardmetros por defecto como en
Pearson et al (1988) [Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85]: 2444 (otros programas incluyen el paquete de programas
GCG (Devereux, J., et al, Nucleic Acids Research 12: 387 (1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul, [S] [F.],
[et al, ] MOLEC BIOL 215]: 403 (1990), Guide to Huge Computers, Martin J. Bishop, [ED.,] Academic Press,
San Diego, 1994, y [CARRILLO ETA/.] (1988) SIAM J Applied Math 48:1073). Por ejemplo, la funcién BLAST
de la base de datos del National Center for Biotechnology Information puede usarse para determinar la identidad.
Otros programas disponibles en el mercado o publicamente incluyen, el PROGRAMA “MEGALIGN” de DNASTAR
(Madison, WI) y el programa “Gap” del University of Wisconsin Genetics Computer Group (UWG) (Madison, WI)).
Puede determinarse el porcentaje de homologia o identidad de proteinas y/o moléculas de 4cido nucleico, por ejemplo,
por comparacién de la informacién de secuencia usando un programa informatico GAP, por ejemplo, Needleman
et al. (1970), J] Mol Biol. 48: 443, segtin se revisé por Smith y Waterman Adv. Appl. Matematicas (1981) 2:482).
En resumen, el programa GAP define la similitud como el nimero de simbolos alineados (es decir, nucleétidos o
aminodcidos) que son similares, dividido por el nimero total de simbolos en la més corta de las dos secuencias. Los
pardmetros por defecto para el programa GAP pueden incluir: (1) una matriz de comparacién unitaria (que contiene un
valor de 1 para identidades y de O para no identidades) y la matriz de comparacién ponderada de Gribskov et al (1986)
Nucl. Acids Res. 14: 6745, como se describe por Schwartz y Dayhoff, eds., Atlas Of Protein Sequence And Structure,
National Biomedical Research Foundation, pags. 353-358 (1979); (2) una penalizacién de 3,0 por cada hueco y una
penalizacion adicional de 0,10 por cada simbolo en cada hueco; y (3) ninguna penalizacion por huecos terminales. Por
lo tanto, como se usa en este documento, el término “identidad” representa una comparacién entre un polipéptido o
polinucleétido de ensayo y uno de referencia.

Como se usa en este documento, la expresion “identidad de al menos el 90% con” se refiere a porcentajes de iden-
tidad del 90 al 99,99 respecto a los polipéptidos de referencia. Una identidad a un nivel del 90% o mas es indicativa del
hecho de que, suponiendo para fines de ejemplificacién que se compara una longitud de polinucleétido de ensayo y de
referencia de 100 aminoécidos. No mas del 10% (es decir, 10 de 100) de los aminodcidos en el polipéptido de ensayo
difieren de los del polipéptido de referencia. Pueden realizarse comparaciones similares entre polinucleétidos de en-
sayo y de referencia. Dichas diferencias pueden representarse como mutaciones puntuales distribuidas aleatoriamente
a lo largo de la longitud completa de una secuencia de aminodcidos o pueden agruparse en una o mds localizaciones
de longitud variable hasta el maximo permisible, por ejemplo, una diferencia de 10/100 aminodcidos (una identidad
de aproximadamente el 90%). Las diferencias se definen como sustituciones o deleciones de acidos nucleicos o ami-
nodcidos. A nivel de homologias o identidades por encima de aproximadamente el 85-90%, el resultado deberia ser
independiente del programa y del ajuste de pardmetros por huecos; dichos altos niveles de identidad pueden evaluarse
facilmente, con frecuencia sin depender de un programa informatico.

Como se usa en este documento, un cebador se refiere a un oligonucleétido que contiene dos o mas desoxirribo-
nucledtidos o ribonucleétidos, tipicamente mas de tres, a partir del que puede iniciarse la sintesis de un producto de
extension de cebador. Las condiciones experimentales que llevan a la sintesis incluyen la presencia de nucleésidos
trifosfato y un agente para la polimerizacién y la extension, tal como una ADN polimerasa y un tampén, temperatura
y pH adecuados.

Como se usa en este documento, los animales incluyen cualquier animal, tal como, pero sin limitacién, cabras,
vacas, ciervos, ovejas, roedores, cerdos y seres humanos. Los animales no humanos, excluyen los seres humanos
como el animal contemplado. Las sHASEGP proporcionadas en este documentos son de cualquier origen, animal,
vegetal, procariota y fiingico. La mayoria de las sSHASEGP son de origen animal, incluyendo origen de mamifero.

Como se usa en este documento, la terapia génica implica la transferencia de un dcido nucleico heterélogo, tal como
DNA, aciertas células, células diana de un mamifero, particularmente un ser humano, con un trastorno o afeciones para
las que se busque dicha terapia. El 4cido nucleico, tal como ADN, se introduce en las células diana seleccionadas de
tal forma que el 4cido nucleico heter6logo, tal como ADN, se expresa y se produce un producto terapéutico codificado
por el mismo.

Como alternativa, el dcido nucleico heter6logo, tal como ADN, puede mediar de alguna forma la expresién de ADN
que codifica el producto terapéutico, o puede codificar un producto, tal como un péptido o ARN que de algtin modo
medie, directa o indirectamente, la expresion de un producto terapéutico. También puede usarse terapia génica para
suministrar un 4cido nucleico que codifique un producto génico que sustituya a un gen defectuoso o complemente un
producto génico producido por el mamifero o la célula en la que se introduce. El 4cido nucleico introducido puede co-
dificar un compuesto terapéutico, tal como un inhibidor de factor de crecimiento del mismo, o un factor de necrosis tu-
moral o inhibidor del mismo, tal como un receptor por lo tanto, que no se produzca normalmente en el hospedador ma-
mifero o que no se produzca en cantidades terapéuticamente eficaces o en un momento terapéuticamente util. El dcido
nucleico heterélogo, tal como ADN, que codifica el producto terapéutico puede modificarse antes de la introduccién en
las células del hospedador afectado para aumentar o alterar de otro modo el producto o la expresion del mismo. La tera-
pia génica también puede implicar el suministro de un inhibidor o represor u otro modulador de la expresion génica.

Como se usa en este documento, un dcido nucleico heter6logo es un acido nucleico que (si es ADN codifica ARN) y
proteinas que no se producen normalmente in vivo por la célula en la que se expresa o que media o codifica mediadores
que alteran la expresién de un 4cido nucleico endégeno, tal como ADN, afectando a la transcripcion, traduccién u otros
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procesos bioquimicos regulables. También puede hacerse referencia a un 4cido nucleico heterélogo, tal como ADN,
como un 4cido nucleico extrafio, tal como ADN. Cualquier 4cido nucleico, tal como ADN que un especialista en la
técnica reconoceria o consideraria heter6logo o extrafio para la célula en la que se exprese se incluye en este documento
mediante la expresion dcido nucleico heterdlogo; el dcido nucleico heterdlogo incluye un dcido nucleico anadido de
forma exdgena que también se exprese de forma enddgena. Los ejemplos de dcidos nucleicos heterélogos incluyen,
pero sin limitacién, un 4cido nucleico que codifique proteinas marcadoras rastreables, tales como una proteina que
confiera una resistencia a farmacos, un acido nucleico que codifique sustancias terapéuticamente eficaces, tal como
agentes anticancerosos, enzimas y hormonas y un acido nucleico tal como ADN, que codifique otros tipos de proteinas,
tales como anticuerpos. Los anticuerpos que estdn codificados por el dcido nucleico heterdlogo pueden secretarse o
expresarse en la superficie de la célula en la que se ha introducido el 4cido nucleico heterélogo.

Generalmente el 4cido nucleico heter6logo no es endégeno para la célula en la que se introduce, pero se ha obtenido
de otra célula o se ha preparado sintéticamente.

Generalmente, aunque no necesariamente, dicho dcido nucleico codifica ARN y proteinas que no se producen
normalmente por la célula en la que se expresa.

Como se usa en este documento, un producto terapéuticamente eficaz es un producto que estd codificado por un
acido nucleico heterélogo, tipicamente ADN, que tras la introduccién del dcido nucleico en un hospedador, se expresa
un producto que mejora o elimina los sintomas, manifestaciones de una enfermedad heredada o adquirida, o que cura
la enfermedad.

Como se usa en este documento, relatar que una glicoproteina consiste esencialmente en el dominio hialuronidasa
significa que la tnica porcién de SHASEGP del polipéptido es un dominio hialuronidasa o una porcidn catalitica activa
del mismo. El polipéptido puede incluir opcionalmente y generalmente incluird secuencias de aminoacidos adicionales
no derivadas de sHASEGP.

Como se usa en este documento, un dominio se refiere a una porcién de una molécula, por ejemplo glicoproteinas
o los 4cidos nucleicos codificantes, que es estructuralmente y/o funcionalmente diferente de otras porciones de la
molécula.

Como se usa en este documento, la hialuronidasa se refiere a una enzima que cataliza la hidrélisis de glicosamino-
glicanos.

Para mayor claridad, la referencia a hialuronidasa se refiere a todas las formas, y se designaran especificamente las
formas particulares. Para los fines de este documento, el dominio hialuronidasa incluye las formas unida a membrana
y soluble de una proteina sHASEGP.

Como se usan en este documento, los dcidos nucleicos incluyen ADN, ARN y andlogos de los mismos, incluyendo
acidos peptidonucleicos (PNA) y una mezcla de los mismos. Los 4cidos nucleicos pueden ser mono- o bicatenarios.
Cuando se hace referencia a sondas o cebadores, opcionalmente marcados con un marcador detectable tal como un
marcador fluorescente o radiomarcador, se contemplan moléculas monocatenarias. Dichas moléculas son tipicamente
de una longitud tal que su diana es estadisticamente Unica o de bajo nimero de copias (tipicamente menor de 5,
generalmente menor de 3) para sondar o cebar una genoteca. Generalmente una sonda o cebador contiene al menos
14,16 6 30 posiciones contiguas de complementariedad de secuencia con o identidad con un gen de interés. Las sondas
y cebadores pueden ser de 10, 20, 30, 50, 100 o mas acidos nucleicos de longitud.

Como se usa en este documento, un dcido nucleico que codifica un fragmento o porcién de una SHASEGP se
refiere a un 4cido nucleico que codifica sélo el fragmento o porcion relatada de SHASEGP y no las otras porciones
contiguas de la sHASEGP.

Como se usa en este documento, una unién operativa de un acido nucleico heterélogo con secuencias reguladoras
y efectoras de nucledtidos, tales como promotores, potenciadores, sitios de terminacién de la transcripcién y de la
traduccién y otras secuencias sefial se refiere a la relacion entre dicho dcido nucleico, tal como ADN, y dichas secuen-
cias de nucleétidos. Por ejemplo, la unién operativa de ADN heter6logo a un promotor se refiere a la relacion fisica
entre el ADN y el promotor de modo que la transcripcién de dicho ADN se inicia a partir del promotor mediante una
ARN polimerasa que reconoce especificamente, se une a y transcribe el ADN en la fase de lectura. Por lo tanto, las
expresiones unido operativamente o asociado funcionalmente se refieren a la relacién funcional de un dcido nucleico,
tal como ADN, con secuencias reguladoras y efectoras de nucleétidos tales como promotores, potenciadores, sitios de
terminacion de la transcripcion y de la traduccién y otras secuencias sefial. Por ejemplo, la unién operativa de ADN
a un promotor se refiere a la relacién fisica y funcional entre el ADN y el promotor de modo que la transcripcién
de dicho ADN se inicia a partir del promotor mediante una ARN polimerasa que reconoce especificamente, se une a
y transcribe el ADN. Para optimizar la expresion y/o la transcripcién in vitro puede ser necesario eliminar, afiadir o
alterar porciones 5’ no traducidas de los clones para eliminar codones de inicio de la traduccidn (es decir, inicio) extra
alternativos potencialmente inapropiados u otras secuencias que pueden interferir con o reducir la expresion, a nivel
de transcripcién o traduccién. Como alternativa, pueden insertarse sitios de unién al ribosoma de consenso (véase, por
ejemplo, Kozak J. Biol. Chem. 266: 19867-19870 (1991)) inmediatamente 5’ del codén de inicio y pueden aumentar
la expresion. Puede determinarse empiricamente cémo de deseable (o necesaria) es dicha modificacién.
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Como se usa en este documento, una secuencia complementaria con al menos una porcién de una ARN, en relacién
con oligonucledtidos antisentido, se refiere a una secuencia que tiene una complementariedad suficiente para ser capaz
de hibridar con el ARN, generalmente en condiciones de rigurosidad moderadas u elevadas, formando un diplex
estable; en el caso de dcidos nucleico antisentido de SHASEGP bicatenarios, puede ensayarse por lo tanto una sola
cadena del diplex de ADN (o ARNbc) o puede ensayarse la formacién de un triplex. La capacidad para hibridar
depende del grado de complementariedad y de la longitud del 4cido nucleico antisentido. Generalmente, cuanto mas
largo es el 4cido nucleico que hibrida, mds emparejamientos erréneos de bases con un ARN que codifica sHASEGP
puede contener y aun asi formar un duplex estable (o triplex, segtin sea el caso). Un especialista en la técnica puede
determinar un grado tolerable de emparejamientos erréneos mediante el uso de procedimientos convencionales para
determinar el punto de fusién del complejo hibridado.

Para los fines de este documento, pueden realizarse sustituciones de aminoécidos en cualquiera de las SHASEGP y
dominios hialuronidasa de las mismas con tal de que la proteina resultante presente actividad hialuronidasa. Las sus-
tituciones de aminoécidos contempladas incluyen sustituciones conservativas, tales como las expuestas en la Tabla 1,
que no eliminan la actividad proteolitica. Como se describen en este documento, también se contemplan sustituciones
que alteran propiedades de las proteinas, tales como eliminacién de sitios de escisidn y otros sitios de este tipo; dichas
sustituciones generalmente no son conservativas pero pueden efectuarse facilmente por los especialistas en la técnica.

Las sustituciones conservativas adecuadas de aminodcidos se conocen por los especialistas en la técnica y pueden
realizarse generalmente sin alterar la actividad biolégica, por ejemplo, la actividad enzimética de la molécula resultan-
te. Los especialistas en esta técnica reconocen que, en general, las sustituciones de un solo aminoécido en regiones no
esenciales de un polipéptido no alteran sustancialmente la actividad biolégica (véase, por ejemplo, Watson et al. Bio-
logy of the Gene, 4* Edicién, 1987, The Benjamin/Cummings Pub. co., pdg. 224). También se incluye en la definicién
el fragmento cataliticamente activo de una sHASEGP, particularmente, una porcién hialuronidasa de cadena sencilla.
Se realizan sustituciones de aminodcidos conservativas, por ejemplo, de acuerdo con las expuestas en la Tabla 1 de la
forma siguiente:

Tabla 1 Resto original Sustitucidn conservativa Ala (A) Gly; Ser, Abu Arg (R), Lys, orn Asn (N) Gln; His Cys (C)
Ser Gin (Q) Asn Glu (E) ASP Gly (G) Ala; Pro His (H) Asn; Gin He (I), Leu, Val, Met; Nle; Nva Leu (L), Val, Met;
Nle; Nv Lys (K) Arg; Gin; Glu Met (M) Leu, Tyr; Ile; NLe Val Ornitina Lys, Arg Phe (F) Met; Leu, Tyr Ser (S) Thr
Thr (T) Ser Trp (W) Tyr Tyr (Y) Trp; Phe Val (V) ILE; Leu; Met; Nle; Nv. También se permiten otras sustituciones y
pueden determinarse empiricamente o de acuerdo con sustituciones conservativas conocidas.

Como se usa en este documento, Abu es dcido 2-aminobutirico; Orn es ornitina. Como se usan en este documento,
los aminodcidos que aparecen en las diversas secuencias de aminoacidos que aparecen en este documento se identifican
de acuerdo con sus abreviaturas de tres letras o de una letra bien conocidas. Los nucleétidos que aparecen en los diver-
sos fragmentos de ADN se designan con las denominaciones de una sola letra convencionales usadas rutinariamente
en la técnica.

Como se usa en este documento, una sonda o cebador basado en una secuencia de nucleétidos descrita en este
documento incluye al menos 10, 14, tipicamente al menos 16 posiciones contiguas de la secuencia de nucleé6tidos de
la SEC ID N°: 6, y sondas de al menos 30, 50 6 100 posiciones contiguas de la secuencia de nucleétidos de la SEC
ID N°: 6. La longitud de la sonda o cebador para hibridacién tnica estd en funcién de la complejidad del genoma de
interés.

Como se usa en este documento, la mejoria de los sintomas de un trastorno particular por administracién de una
composicién farmacéutica particular se refiere a cualquier reduccién, ya sea de duracién permanente o temporal o
transitoria, que pueda atribuirse a o asociarse con la administracion de la composicion.

Como se usan en este documento, los polinucleétidos antisentido se refieren a secuencias sintéticas de bases de nu-
cleétidos complementarias a ARNm o a la cadena sentido de ADN bicatenario. La mezcla de polinucleétidos sentido
y antisentido en condiciones apropiadas conduce a la unién de las dos moléculas o hibridacién. Cuando estos polinu-
cledtidos se unen a (hibridan con) ARNm, se produce la inhibicién de la sintesis de proteinas (traduccién). Cuando
estos polinucleétidos se unen a ADN bicatenario, se produce la inhibicién de la sintesis de ARN (transcripcion).

La inhibicién resultante de la traduccién y/o transcripcién conduce a una inhibicién de la sintesis de la proteina
codificada por la cadena sentido. La molécula de 4cido nucleico antisentido contiene tipicamente un niimero suficiente
de nucledtidos para unirse especificamente a un dcido nucleico diana, generalmente al menos 5 nucledtidos contiguos,
con frecuencia al menos 14 6 16 6 30 nucleétidos contiguos o nucleétidos modificados complementarios a la porcién
codificante de una molécula de 4cido nucleico que codifica un gen de interés, por ejemplo, un 4cido nucleico que
codifica un dominio hialuronidasa de cadena sencilla de una sSHASEGP.

Como se usa en este documento, una matriz se refiere a un grupo de elementos, tales como anticuerpos, que con-
tiene tres 0 mds miembros. Una matriz direccionable es una en la que los miembros de la matriz pueden identificarse,
tipicamente, por su posicién en un soporte en fase sélida. Por lo tanto, en general los miembros de la matriz estan
inmovilizados en loci identificables separados en la superficie de una fase sélida.
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Como se usa en este documento, un anticuerpo se refiere a una inmunoglobulina, ya sea natural o producida
parcialmente o totalmente de forma sintética, que incluye cualquier derivado de la misma que conserve la capacidad
de unién especifica del anticuerpo. Por lo tanto, un anticuerpo incluye cualquier proteina que tenga un dominio de
unién que sea homologo o sustancialmente homélogo a un dominio de unién a inmunoglobulina. Los anticuerpos
incluyen miembros de cualquier reivindicacién de inmunoglobulina, incluyendo IgG, IgM, IgA, IgD e IgE.

Como se usa en este documento, un fragmento de anticuerpo se refiere a cualquier derivado de un anticuerpo que
tiene una longitud inferior a la completa, que conserva al menos una porcién de la capacidad de unién especifica del
anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen, pero sin limitacién, Fab, Fab’,
F(AB)2, Fv de cadena sencilla (scFV), FV, diacuerpos dsFV y fragmentos Fd. El fragmento puede incluir multiples
cadenas unidas entre si, tal como mediante puentes disulfuro. Un fragmento de anticuerpo contiene generalmente al
menos aproximadamente 50 aminodacidos y, tipicamente, al menos 200 amino4acidos.

Como se usa en este documento, un fragmento de anticuerpo Fv estd compuesto por un dominio pesado variable
(VH) y un dominio ligero variable unidos por interacciones no covalentes.

Como se usa en este documento, un dsFV se refiere a un Fv con un enlace disulfuro intermolecular generado por
ingenieria genética.

Como se usa en este documento, un fragmento F(AB)2 es un fragmento de anticuerpo que es el resultado de la
digestion de una inmunoglobulina con pepsina a pH 4,0-4,5; puede expresarse de forma recombinante para producir
el fragmento equivalente.

Como se usan en este documento, los fragmentos Fab son fragmentos de anticuerpo que son el resultado de la
digestion de una inmunoglobulina con papaina; pueden expresarse de forma recombinante para producir el fragmento
equivalente.

Como se usan en este documento, los scFV se refieren a fragmentos de anticuerpo que contienen una cadena ligera
variable V y una cadena pesada variable (VH) conectadas covalentemente por un enlazador polipeptidico en cualquier
orden. El enlazador es de una longitud tal que los dos dominios variables se enlazan sin una interferencia sustancial.
Los enlazadores incluidos son restos (Gly-Ser)n con algunos restos Glu o Lys dispersados por todos los mismos para
aumentar la solubilidad.

Como se usan en este documento, los anticuerpos humanizados se refieren a anticuerpos que estdn modificados
para incluir secuencias de aminoacidos humanas de modo que la administracién a un ser humano no provoque una
respuesta inmune. Se conocen métodos para la preparacion de dichos anticuerpos. Por ejemplo, para producir dichos
anticuerpos, el hibridoma u otra célula procariota o eucariota tal como una E. coli o una célula CHO, que expresa ese
anticuerpo monoclonal se altera mediante técnicas de ADN recombinante para expresar un anticuerpo en el que la
composicién de aminodcidos de la regién no variable esté basada en anticuerpos humanos. Se han disefiado programas
informéticos para identificar dichas regiones.

Como se usan en este documento, los diacuerpos son scFV diméricos; los diacuerpos tienen tipicamente enlazado-
res peptidicos mds cortos que los scFV y generalmente dimerizan.

Como se usa en este documento, la produccién por medios recombinantes mediante el uso de métodos de ADN
recombinante se refiere al uso de métodos bien conocidos de biologia molecular para expresar proteinas codificadas
por ADN clonado.

Como se usa en este documento, el término “evaluar” pretende incluir la determinacion cuantitativa y cualitativa
en el sentido de obtener un valor absoluto para la actividad de una sHASEGP, o un dominio de la misma, presente
en la muestra, y también de obtener un indice, proporcién, porcentaje, valor visual o de otro tipo indicativo del nivel
de la actividad. La evaluacién puede ser directa o indirecta y por supuesto no es necesario que las especies quimicas
detectadas realmente sean el propio producto de proteolisis, sino que pueden ser por ejemplo un derivado del mismo
o alguna sustancia adicional.

Como se usa en este documento, la actividad bioldgica se refiere a las actividades in vivo de un compuesto o
respuestas fisiolégicas que son el resultado de la administracién in vivo de un compuesto, composicion u otra mezcla.
La actividad bioldgica, por lo tanto, incluye los efectos terapéuticos y la actividad farmacéutica de dichos compuestos,
composiciones y mezclas. Pueden observarse actividades bioldgicas en sistemas in vitro disefiados para ensayar o
usar dichas actividades. Por lo tanto, para los fines de este documento, la actividad bioldgica de una luciferasa es su
actividad oxigenasa, por la que, tras la oxidacién de un sustrato, se produce luz.

Como se usa en este documento, la actividad funcional se refiere a un polipéptido o porcién del mismo que presenta
una o mds actividades asociadas con una proteina de longitud completa.

Las actividades funcionales incluyen, pero sin limitacidn, actividad bioldgica, actividad catalitica o enzimatica,
antigenicidad (capacidad para unirse o competir con un polipéptido por la unién a un anticuerpo antipolipéptido),
inmunogenicidad, capacidad para formar multimeros, capacidad para unirse especificamente a un receptor o ligando
para el polipéptido.
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Como se usa en este documento, un conjugado se refiere a los compuestos proporcionados en este documento
que incluyen una o mds sHASEGP, incluyendo una sHASEGP, particularmente dominios hialuronidasa de cadena
sencilla de la misma y uno o mds agentes de direccionamiento. Estos conjugados incluyen los producidos por medios
recombinantes como proteinas de fusion, los producidos por medios quimicos, tales como por acoplamiento quimico
a través de, por ejemplo, acoplamiento a grupos sulfhidrilo y los producidos por cualquier otro método por el que al
menos una SHASEGP, o un dominio de la misma, se une directa o indirectamente mediante un enlazador o enlazadores
a un agente de direccionamiento.

Como se usa en este documento, un agente de direccionamiento es cualquier resto, tal como una proteina o una
porcién eficaz de la misma, que proporciona una unién especifica del conjugado a un receptor de superficie celular
que puede internalizar el conjugado o la porcién sHASEGP del mismo. Un agente de direccionamiento también puede
ser uno que promueva o facilite, por ejemplo, el aislamiento o la purificacién por afinidad del conjugado; la unién del
conjugado a una superficie; o la deteccion del conjugado o complejos que contienen el conjugado.

Como se usa en este documento, un conjugado de anticuerpo se refiere a un conjugado en el que el agente de
direccionamiento es un anticuerpo.

Como se usa en este documento, un derivado o andlogo de una molécula se refiere a una porcién derivada de o una
version modificada de la molécula.

Como se usa en este documento, una cantidad eficaz de un compuesto para tratar una enfermedad particular
es una cantidad que es suficiente para mejorar o de algiin modo reducir los sintomas asociados con la enferme-
dad. Dicha cantidad puede administrarse como una sola dosificacién o puede administrarse de acuerdo con un régi-
men, por el que sea eficaz. La cantidad puede curar la enfermedad pero tipicamente se administra para mejorar los
sintomas de la enfermedad. Puede ser necesaria una administracién repetida para conseguir la mejoria deseada de
sintomas.

Como se usa en este documento el término equivalente, cuando se refiere a dos secuencias de 4cidos nucleicos
significa que las dos secuencias en cuestién codifican la misma secuencia de aminodcidos o proteinas equivalentes.
Cuando se usa el término equivalente en relacién con dos proteinas o péptidos, significa que las dos proteinas o pép-
tidos tienen sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos con sélo sustituciones de aminodcidos (tales como,
pero sin limitacidén, cambios conservativos tales como los expuestos en la Tabla 1 anterior) que no alteran sustancial-
mente la actividad o funcién de la proteina o péptido. Cuando el término equivalente se refiere a una propiedad, no es
necesario que la propiedad esté presente en el mismo grado (por ejemplo, dos péptidos pueden presentar velocidades
diferentes del mismo tipo de actividad enzimatica), pero las actividades son habitualmente sustancialmente iguales.
El término complementario, cuando se refiere a dos secuencias de nucleétidos, significa que las dos secuencias de
nucledtidos son capaces de hibridar, tipicamente con menos del 25%, 15%, 5% o 0% de emparejamientos erroneos
entre nucledtidos opuestos. Si es necesario, se especificara el porcentaje de complementariedad. Tipicamente las dos
moléculas se seleccionan de modo que hibridardn en condiciones de alta rigurosidad.

Como se usa en este documento, un agente que modula la actividad de una proteina o la expresion de un gen o 4cido
nucleico disminuye o aumenta o altera de otro modo la actividad de la proteina o, de algliin modo regula positivamente
o negativamente o altera de otro modo la expresion del dcido nucleico en una célula.

Como se usa en este documento, un inhibidor de la actividad de una SHASEGP incluye cualquier sustancia que
impide o disminuye la produccién, modificacién o modificaciones postraduccionales, maduracién o localizacién en
membrana de la sHASEGP o cualquier sustancia que interfiera con o disminuya la eficacia proteolitica de la misma,
particularmente de una forma de cadena sencilla en un ensayo de exploracién in vitro.

Como se usa en este documento, un método para tratar o prevenir una enfermedad neoplasica se refiere a que cual-
quiera de los sintomas, tal como el tumor, metastasis del mismo, la vascularizacién de los tumores u otros parametros
por los que se caracteriza la enfermedad, se reduce, mejora, previene, sitia en un estado de remision o se mantiene en
un estado de remisién. También significa que los sellos caracteristicos de la enfermedad neoplasica y de la metéstasis
pueden eliminarse, reducirse o prevenirse mediante el tratamiento. Los ejemplos no limitantes de los sellos caracte-
risticos incluyen la degradacion descontrolada de la membrana basal y de la matriz extracelular proximal, migracion,
divisién y organizacion de las células endoteliales en nuevos capilares funcionales y la persistencia de dichos capilares
funcionales.

Como se usan en este documento, las sales farmacéuticamente aceptables, ésteres u otros derivados de los con-
jugados incluyen cualquier sal, éster o derivado que pueda prepararse facilmente por los especialistas en esta técnica
usando métodos conocidos para dicha derivatizacidn y que producen compuestos que pueden administrarse a animales
o seres humanos sin efectos toxicos sustanciales y que son principios activos farmacéuticos o profarmacos.

Como se usa en este documento, un profarmaco es un compuesto que, tras la administracién in vivo se metaboliza
o convierte de otro modo en la forma biolégicamente, farmacéuticamente o terapéuticamente activa del compuesto.
Para producir un profarmaco, el compuesto activo farmacéutico se modifica de modo que el compuesto activo se
regenera mediante procesos metabdlicos. El profarmaco puede estar disefiado para alterar la estabilidad metabdlica o
las caracteristicas de transporte de un firmaco, para enmascarar efectos secundarios o toxicidad, para mejorar el sabor
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de un farmaco o para alterar otras caracteristicas o propiedades de un farmaco. En virtud de los conocimientos de
procesos farmacodindmicos y del metabolismo de farmacos in vivo, los especialistas en esta técnica, una vez conocido
un compuesto farmacéuticamente activo, pueden disefiar profarmacos del compuesto (véase, por ejemplo, Nogrady
(1985) Medicinal Chemistry A Biochemical Approach, Oxford University Press, Nueva York, paginas 388-392).

Como se usa en este documento, un fairmaco identificado mediante los métodos de seleccién proporcionados en
este documento se refiere a cualquier compuesto que es un candidato para usar como compuesto terapéutico o can-
didato para el disefio de un compuesto terapéutico. Dichos compuestos pueden ser moléculas pequeiias, incluyendo
moléculas orgdnicas pequefias, péptidos, peptidomiméticos, moléculas antisentido o ARNbc, tal como ARNi, anti-
cuerpos, fragmentos de anticuerpos, anticuerpos recombinantes y otros compuestos de este tipo que pueden servir
como candidatos a firmaco o compuestos candidato.

Como se usa en este documento, un peptidomimético es un compuesto que mimetiza la conformacién y ciertas
caracteristicas estereoquimicas de la forma biolégicamente activa de un péptido particular. En general, los peptido-
miméticos estdn disefiados para mimetizar ciertas propiedades deseables de un compuesto, pero no las propiedades
indeseables, tales como flexibilidad, que conducen a una pérdida de una conformacién biolégicamente activa y ro-
tura de enlaces. Pueden prepararse peptidomiméticos a partir de compuestos biolégicamente activos por sustitucién
de ciertos grupos o enlaces que contribuyen a las propiedades indeseables con bioisoésteres. Los especialistas en la
técnica conocen bioisoésteres. Por ejemplo, el bioisoéster de metileno CH2S se ha usado como una sustitucién de ami-
da en andlogos de enquefalina (véase, por ejemplo, Spatola (1983) pags. 267-357 en Chemistry and Biochemistry of
Amino Acids, Peptides, and Proteins, Weistein, Ed. volumen 7, Marcel Dekker, Nueva York). La morfina, que puede
administrarse por via oral, es un compuesto que es un peptidomimético del péptido endorfina. Para los fines de este
documento, los péptidos ciclicos se incluyen entre los peptidomiméticos.

Como se usa en este documento, una regién promotora o elemento promotor se refiere a un segmento de ADN
o ARN que controla la transcripciéon del ADN o ARN al que se une operativamente. La regién promotora incluye
secuencias especificas que son suficientes para el reconocimiento de una ARN polimerasa, su unién y el inicio de la
transcripcion.

Esta porcién de la regién promotora se denomina promotor. Ademds, la regién promotora incluye secuencias que
modulan esta actividad de reconocimiento, unién e inicio de la transcripcién de la ARN polimerasa. Estas secuencias
pueden actuar en cis o pueden ser sensibles a factores que actian en trans. Los promotores, dependiendo de la natura-
leza de la regulacién, pueden ser constitutivos o estar regulados. Los promotores ejemplares contemplados para el uso
en procariotas incluyen los promotores de bacteriéfagos T7 y T3.

Como se usa en este documento, un receptor se refiere a una molécula que tiene una afinidad por un ligando
dado. Los receptores pueden ser moléculas de origen natural o sintéticas. También puede hacerse referencia a los
receptores en la técnica como antiligandos. Como se usan en este documento, los términos receptor y antiligando se
usan indistintamente. Pueden usarse receptores en su estado no alterado o como agregados con otras especies. Pueden
unirse receptores, covalentemente o no covalentemente, o en contacto fisico con, a un miembro de unién, directa o
indirectamente a través de una sustancia de unién especifica o enlazador. Los ejemplos de receptores incluyen, pero
sin limitacién: anticuerpos, receptores de membrana celular, receptores de superficie y receptores de internalizacion,
anticuerpos monoclonales y antisueros reactivos con determinantes antigénicos especificos tales como virus, células
u otros materiales, formacos, polinucledtidos, dcidos nucleicos, péptidos, factores, lectinas, azicares, polisacdridos,
células, membranas celulares y orgdnulos.

Los ejemplos de receptores y aplicaciones que usan dichos receptores incluyen, pero sin limitacién: a) enzimas:
proteinas de transporte especificas o enzimas esenciales para la supervivencia de microorganismos que podrian servir
como dianas para seleccidn de antibidticos [ligando]; b) anticuerpos: puede investigarse la identificacién de un sitio
de unioén a ligando en una molécula de anticuerpo que se combine con el epitopo de un antigeno de interés; la deter-
minacién de una secuencia que mimetice un epitopo antigénico puede conducir al desarrollo de vacunas en las que el
inmundgeno se basa en una o més de dichas secuencias o conducir al desarrollo de agentes de diagndstico relacionados
o compuestos Utiles en tratamientos terapéuticos tales como enfermedades autoinmunes; c) 4dcidos nucleicos: identi-
ficacion de ligandos, tales como proteinas o ARN, sitios de unién; d) polipéptidos cataliticos: polimeros, incluyendo
polipéptidos que son capaces de promover una reaccién quimica que implica la conversién de uno o mas reactivos
con uno o mas productos; dichos polipéptidos incluyen generalmente un sitio de unién especifico para al menos un
reactivo o intermedio de reaccién y una funcionalidad activa préxima al sitio de unién, en los que la funcionalidad
es capaz de modificar quimicamente el reactivo unido (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.215.899);
e) receptores de hormonas: la determinacién de los ligandos que se unen con alta afinidad a un receptor es util en
le desarrollo de terapias de reemplazo de hormonas, por ejemplo, la identificacidon de ligandos que se unen a dichos
receptores puede conducir al desarrollo de farmacos para controlar la presién sanguinea; y f) receptores de opiato: la
determinacién de ligandos que se unen a los receptores de opiato en el cerebro es ttil en el desarrollo de sustitutos
menos adictivos para la morfina y farmacos relacionados.

Como se usa en este documento, una muestra se refiere a cualquier cosa que puede contener un analito para
el que se desee un ensayo de analito. La muestra puede ser una muestra biolégica, tal como un fluido biolégico o
un tejido bioldgico. Los ejemplos de fluidos bioldgicos incluyen orina, sangre, plasma, suero, saliva, semen, heces,
esputo, liquido cefalorraquideo, 1agrimas, moco, esperma, liquido amniético o similares. Los tejidos biol6gicos son
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agregados de células, habitualmente de una clase particular junto con su sustancia intercelular que forma uno de
los materiales estructurales de una estructura humana, animal, vegetal, bacteriana, fingica o viral incluyendo tejidos
conjuntivo, epitelial, muscular y nervioso. Los ejemplos de tejidos bioldgicos también incluyen 6rganos, tumores,
ganglios linfaticos, arterias y células individuales.

Como se usa en este documento: la rigurosidad de hibridacién en la determinacion del porcentaje de empareja-
mientos erréneos es de la forma siguiente: 1) alta rigurosidad: SSPE 0,1 x, SDS al 0,1%, 65°C 2) rigurosidad media:
SSPE 0,2x, SDS al 0,1% SDS, 50°C 3) rigurosidad baja: SSPE 1,0x, SDS al 0,1 %, 50°C. Los especialistas en esta
técnica saben que la etapa de lavado selecciona hibridos estables y también conocen los ingredientes del SSPE (véase,
por ejemplo, Sambrook, E, F, Fritsch, T, Maniatis, en: Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold spring Harbor
Laboratory Press 1989 Vol 3, p. B. 13, véanse también numerosos catdlogos que describen soluciones de laboratorio
usadas comunmente). E1 SSPE es NaCl 0,18 tamponado con fosfato a pH 7,4. Ademas, los especialistas en la técni-
ca reconocen que la estabilidad de hibridos se determina por la Tm, que estd en funcién de la concentracién de i6n
sodio y la temperatura (Tm = 81,5°C - 16,6 + 0,41 (% G + C) - 600/L)), de modo que los tinicos pardmetros en las
condiciones de lavado criticos para la estabilidad del hibrido son la concentracién de i6n sodio en el SSPE (o SSC) y
la temperatura.

Se entiende que pueden conseguirse rigurosidades equivalentes usando tampones, sales y temperaturas alternativas.
A modo de ejemplo y no como limitacidn, los procedimientos que usan condiciones de baja rigurosidad son de la forma
siguiente (véase también Shilo y Weinberg, Proc. Natl. Acad Sci USA 78: 6789-6792 (1981)): Filtros que contienen
ADN se tratan previamente durante 6 horas a 40°C en una solucién que contiene formamida al 35%, SSC 5X, Tris-HC1
50 mM (pH 7,5), EDTA 5 mM, PVP al 0,1%, Ficoll al 0,1%, BSA al 1% y ADN de esperma de salmén desnaturalizado
500 pg/ml. E1 SSC (10x) es cloruro sédico 1,5 M y citrato de sodio 0,15 M ajustado a un pH de 7.

Las hibridaciones se realizan en la misma solucién con las siguientes modificaciones: PVP al 0,02%, Ficoll al
0,02%, BSA al 0,2%, ADN de esperma 100 VG/M, sulfato de dextrano al 10% (p/v) y se usa sonda marcada con 32P
de 5-20 x 10° cpm. Los filtros se incubaron en mezcla de hibridacién durante 18-20 horas a 40°C y después se lavan
durante 1,5 horas a 55°C en una solucién que contiene SSC 2X, Tris-HCI 25 mM (pH 7.,4), EDTA 5 mM y SDS al
0,1%. La solucién de lavado se sustituye con solucidn recién preparada y se incuban 1,5 horas adicionales a 60°C. Los
filtros se transfirieron en seco y se exponen a autorradiografia. Si es necesario, los filtros se lavan una tercera vez a
65-68°C y se vuelven a exponer a pelicula. Se conocen bien en la técnica otras condiciones de baja rigurosidad que
pueden usarse, por ejemplo, como se emplean para hibridaciones cruzadas entre especies).

A modo de ejemplo, y no como limitacién, los procedimientos que usan condiciones de rigurosidad moderada
incluyen, por ejemplo, pero sin limitacioén, procedimientos que usan dichas condiciones de rigurosidad moderada de
la forma siguiente: Filtros que contienen ADN se tratan previamente durante 6 horas a 55°C en una solucién que
contiene SSC 6X, soluciéon de Denhart 5X, SDS al 0,5% y ADN de esperma de salmén desnaturalizado 100 pg/ml.
Las hibridaciones se realizan en la misma solucién y se usa sonda marcada con 32P 5-20 X 10°. Los filtros se incuban
en mezcla de hibridacién durante 18-20 horas a 55°C y después se lavan dos veces durante 30 minutos a 60°C en una
solucién que contiene SSC 1X y SDS al 0,1%. Los filtros se transfieren en seco y se exponen a autorradiografia. Otras
condiciones de rigurosidad moderada que pueden usarse son bien conocidas en la técnica. El lavado de los filtros se
realiza a 37°C durante 1 hora en una solucién que contiene SSC 2X, SDS al 0,1%.

A modo de ejemplo y no como limitacién, los procedimientos que usan condiciones de alta rigurosidad son de
la forma siguiente: Se realiza una hibridacién previa de filtros que contienen ADN durante de 8 horas a una noche a
65°C en tampdn compuestos por SSC 6X, Tris-HC1 50 mM (pH 7,5), EDTA 1 mM, PVP al 0,02%, Ficoll al 0,02%,
BSA al 0,02% y ADN de esperma de salmén desnaturalizado 500 pg/ml. Los filtros hibridan durante 48 horas a 65°C
en mezcla de prehibridacién que contiene ADN de esperma de salmén desnaturalizado 100 pg/ml y sonda marcada
con 32P de 5-20 X 10° CPM. El lavado de los filtros se realiza a 37°C durante 1 hora en una solucién que contiene
SSC 2X, PVP al 0,01%, Ficoll al 0,01% y BSA al 0,01%. Esto se sigue de un lavado en SSC 0,1 X a 50°C durante 45
minutos antes de la autorradiografia. Se conocen bien en la técnica otras condiciones de alta rigurosidad que pueden
usarse.

El término sustancialmente idéntico o sustancialmente homélogo o similar varia con el contexto como entienden
los especialistas en la técnica pertinente, y generalmente se refiere a una identidad de al menos el 60% o 70%, preferi-
blemente se refiere a de al menos el 80%, el 85% o mads preferiblemente a de al menos el 90% y mas preferiblemente
de al menos el 95%.

Como se usa en este documento, sustancialmente idéntico a un producto significa sustancialmente similar de modo
que la propiedad de interés permanece suficientemente sin cambios, de modo que el producto sustancialmente idéntico
puede usarse en lugar del producto.

Como se usa en este documento, sustancialmente puro significa suficientemente homogéneo para parecer libre de
impurezas facilmente detectables como se determina por métodos de andlisis convencionales, tales como cromato-
grafia en capa fina (TLC), electroforesis en gel y cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), usadas por los
especialistas en la técnica para evaluar dicha pureza, o suficientemente puro de modo que una purificacién adicional
no alteraria de forma detectable las propiedades fisicas y quimicas, tales como actividades enzimadticas y bioldgicas
de la sustancia. Los especialistas en la técnica conocen métodos para purificacion de los compuestos para produ-
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cir compuestos sustancialmente quimicamente puros. Un compuesto sustancialmente quimicamente puro puede ser
sin embargo una mezcla de esteroisdmeros o isdmeros. En tales casos, una purificacioén adicional puede aumentar la
actividad especifica del compuesto.

Como se usa en este documento, una célula diana se refiere a una célula que expresa una SHASEGP in vivo.

Como se usa en este documento, una sustancia de ensayo (o compuesto de ensayo) se refiere a un compuesto
quimicamente definido (por ejemplo, moléculas orgdnicas, moléculas inorgdnicas, moléculas orgdnicas/inorganicas,
proteinas, péptidos, dcidos nucleicos, oligonucledtidos, lipidos, polisacaridos, sacaridos o hibridos entre estas molé-
culas tales como glicoproteinas, etc.) o mezclas de compuestos (por ejemplo, una biblioteca de compuestos de ensayo,
extractos naturales o sobrenadantes de cultivo, etc.) cuyo efecto sobre una SHASEGP, particularmente una forma de
cadena sencilla que incluye el dominio hialuronidasa o una porcién suficiente del mismo para la actividad, como se
determina por un método in vitro, tal como los ensayos proporcionados en este documento.

Como se usan en este documento, las expresiones agente terapéutico, régimen terapéutico, radioprotector o qui-
mioterdpico se refieren a formacos convencionales y terapias farmacoldgicas, incluyendo vacunas, que son conocidos
por los especialistas en la técnica. Se conocen bien en la técnica agentes radioterdpicos.

Como se usa en este documento, el tratamiento se refiere a cualquier forma en la que los sintomas de una afeccion,
trastorno o enfermedad se mejoren o se alteren beneficiosamente de otro modo.

El tratamiento también incluye cualquier uso farmacéutico de las composiciones de este documento.

Como se usa en este documento, un vector (o plasmido) se refiere a elementos discretos que se usan para introducir
un 4cido nucleico heterélogo en células para la expresion o replicacién del mismo. Los vectores permanecen tipica-
mente episomales, pero pueden disefarse para lograr la integracién de un gen o porcién del mismo en un cromosoma
del genoma. También se contemplan vectores que sean cromosomas artificiales, tales como cromosomas artificiales
de levadura y cromosomas artificiales de mamiferos. La seleccién y uso de dichos vehiculos se conoce bien por los
especialistas en la técnica. Un vector de expresion incluye vectores capaces de expresar ADN que estd unido operativa-
mente con secuencias reguladoras, tales como regiones promotoras, que son capaces de lograr la expresion de dichos
fragmentos de ADN. Por lo tanto, un vector de expresion se refiere a una construcciéon de ADN o ARN recombinante,
tal como un pldsmido, un fago, virus recombinante u otro vector que, tras la introduccién en una célula hospedadora
apropiada, dé como resultado la expresién del ADN clonado. Los especialistas en la técnica conocen bien vectores
de expresion apropiados e incluyen los que pueden replicarse en células eucariotas y/o células procariotas y los que
permanecen episomales o los que se integran en el genoma de células hospedadoras.

Como se usa en este documento, una secuencia de union a proteinas se refiere a una proteina o secuencia peptidica
que es capaz de la unidn especifica a otra proteina o secuencias peptidicas, generalmente, a un conjunto de proteinas
o secuencias peptidicas o a una proteina o secuencia peptidica particular.

Como se usa en este documento, un marcador epitopico se refiere a una extension corta de restos aminoacidicos
que se corresponde con un epitopo para facilitar el andlisis bioquimico e inmunoldgico posterior de la proteina o
péptido marcado con epitopo. El marcaje con epitopo se consigue incluyendo la secuencia del marcador epitpico en
la secuencia codificante de una proteina en un vector de expresion apropiado. Las proteinas marcadas con epitopo
pueden purificarse por afinidad usando anticuerpos altamente especificos generados contra los marcadores.

Como se usa en este documento, una secuencia de union a metal se refiere a una proteina o secuencia peptidica que
es capaz de una unién especifica a iones metélicos, generalmente a un conjunto de iones metélicos o a un i6n metélico
particular.

Como se usa en este documento, una combinacion se refiere a cualquier asociacién entre dos o mds articulos.

Como se usa en este documento, una composicién se refiere a cualquier mezcla. Puede ser una solucién, una
suspension, liquido, polvo, una pasta, acuosa, no acuosa o cualquier combinacion de las mismas.

Como se usa en este documento, un fluido se refiere a cualquier composicién que puede fluir. Los fluidos incluyen
por lo tanto composiciones que estdn en forma de semisélidos, pastas, soluciones, mezclas acuosas, geles, lociones,
cremas y otras composiciones de este tipo.

Como se usa en este documento, un extracto celular se refiere a una preparacion o fraccién que se prepara a partir
de una célula lisada o rota.

Como se usa en este documento, se dice que un agente se selecciona aleatoriamente cuando el agente se selecciona
aleatoriamente sin considerar las secuencias especificas implicadas en la asociacién de una proteina en solitario o
con sus sustratos asociados, compafieros de unién, etc. Un ejemplo de agentes seleccionados aleatoriamente es el
uso de una biblioteca quimica, una biblioteca combinatoria peptidica o un caldo de cultivo de un organismo o medio
acondicionado.
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Como se usa en este documento, se dice que un agente se selecciona o disefia de forma racional cuando el agente se
selecciona en una base no aleatoria que tiene en cuenta la secuencia del sitio diana y/o su conformacién en relacién con
el agente de accién. Como se describe en los Ejemplos, existen sitios de unién propuestos para sitios hialuronidasa y
(cataliticos) en la glicoproteina que tiene la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 4. Los agentes pueden seleccionarse de forma
racional o disefiarse de forma racional utilizando las secuencias peptidicas que componen estos sitios. Por ejemplo, un
agente peptidico seleccionado de forma racional puede ser un péptido cuya secuencia de aminodcidos sea idéntica al
ATP o a sitios o dominios de unién a calmodulina.

Se considera que los oligosacdridos tienen un extremo reductor y un extremo no reductor, independientemente de
que el sacdrido en el extremo reductor sea de hecho un azicar reductor. De acuerdo con la nomenclatura aceptada,
los oligosacdridos se representan en este documento con el extremo no reductor a la izquierda y el extremo reductor
a la derecha. Todos los oligosacaridos descritos en este documento se describen con el nombre o abreviatura para el
sacdrido no reductor (por ejemplo, Gal) seguido de la configuracién del enlace glicosidico (alfa o beta), el enlace de
anillo, la posicién de anillo del sacarido reductor implicada en el enlace y después el nombre o abreviatura del sacarido
reductor (por ejemplo, GIcNAc). El enlace entre dos aziicares puede expresarse, por ejemplo, como 2,3, 2—3 6 (2,3).
Cada sacdarido es una piranosa.

Como se usa en este documento, un resto aziicar ligado a N se refiere a un oligosacarido unido a una sHASEGP
a través del nitrégeno amida de restos Asn. Los oligosacdridos ligados a N se incluyen en varios tipos principales (de
oligomanosa, complejos, hibridos, sulfatados), teniendo todos nicleos de 3-GlcNAc-GlcNAc (Man) unidos a través del
nitrégeno amida de restos Asn que se incluyen en secuencias -Asn-Xaa-Thr/Ser- (en las que Xaa no es Pro). Los sitios
ligados a N se asignan con frecuencia indirectamente por la aparicién de un ciclo “en blanco” durante la secuenciacion.
Puede realizarse una identificacién positiva después de la liberacioén del oligosacarido por PNGasa F, que convierte
la Asn glicosilada en Asp. Después de la liberacién por PNGasa F, los oligosacdridos ligados a N pueden purificarse
usando cromatografia Bio-Gel P-6, sometiéndose la combinacién de oligosacdridos a cromatografia preparativa de
intercambio aniénico a pH elevado (HPAEC) (Townsend et al., (1989) Anal. Biochem. 182, 1-8). Se pueden resolver
ciertos isémeros de oligosacaridos usando HPAEC. Los restos fucosa desplazaran las posiciones de elucién antes en
el cromatograma de HPAEC, mientras que los restos dcido sidlico adicionales aumentardn el tiempo de retencion.
El tratamiento simultdneo de glicoproteinas cuyas estructuras de oligosacaridos se conocen (por ejemplo, fetuina
bovina, glicoprotefna dcida a-1, ovoalbimina, ARNasa B, transferrina) puede facilitar la asignacién de los picos de
oligosacdridos. Los oligosacaridos recogidos pueden caracterizarse por una combinacién de analisis de composicién
y de enlaces por metilacién (Waeghe et. al; (1983), Carbohydr Res. 123, 281-304), asignidndose las configuraciones
anoméricas mediante espectroscopia de RMN (Van Halbeek (1993) en Methods Enzymol 230).

Como alternativa, pueden identificarse oligosacaridos mediante electroforesis de carbohidratos asistida por fluo-
rescencia (FACE) Callewaert et al. (2001) Glycobiology 11, 275-281.

Como se usa en este documento, la expresion “adcido sidlico” se refiere a cualquier miembro de una familia de azu-
cares carboxilados de nueve carbonos. El miembro mds comun de la familia del 4cido sidlico es el 4cido N-acetilneura-
minico (4dcido 2-ceto-5-acetamido-3,5-didesoxi-D-glicero-D-galactononulopiranos-1-6nico (con frecuencia abreviado
como NeuSAc, NeuAc, o NANA). Un segundo miembro de la familia es el 4cido N-glicolil-neuraminico (Neu5Gc o
NeuGc), en el que el grupo N-acetilo del NeuAc esta hidroxilado. Un tercer miembro de la familia del 4cido sidlico
es el acido 2-ceto-3-desoxi-nonulosénico (KDN) (Nadano ef al. (1986) J. Biol. Chem. 261: 11550-11557; Kanamori
et al. (1990) J. Biol. Chem. 265:21811-21819. También se incluyen acidos sidlicos sustituidos en posicién 9 tales
como 9-O-C,-C; acil-Neu5Ac como 9-O-lactil-NeuSAc o 9-O-acetil-Neu5Ac, 9-desoxi-9-fluoro-NeuSAc y 9-azido-
9-desoxi-Neu5Ac. Para una revision de la familia del 4cido sidlico véase, por ejemplo, Varki (1992) Glycobiology 2:
25-40; Sialic Acids: Chemistry, Metabolism and Function, R. Schauer, Ed. (Springer-Verlag, N.Y. (1992)). La sintesis
y uso de compuestos de dcido sidlico en un procedimiento de sialacién se describe en la solicitud internacional WO
92/16640, publicada el 1 de octubre de 1992.

Como se usa en este documento, la PNGasa se refiere a una N-glicosidasa F especifica de Péptido de Asparagina,
tal como la péptido-N-glicosidasa F de Flavobacterium maningoseptum. Las enzimas PNGasa se caracterizan por su
especificidad hacia oligosacéridos ligados a N mas que ligados a O. La caracterizacién de la eficacia de PNGasa puede
definirse tanto por electroforesis de SDS PAGE o electroforesis de carbohidratos asistida por fluorescencia.

Como se usa en este documento, una sialacién sustancialmente terminada se refiere a oligosacdridos ligados a N
que terminan con resto acido sidlico como azicar terminal. Pueden identificarse dcidos sidlicos terminales mediante
andlisis FACE de carbohidratos liberados después del tratamiento con neuraminidasa.

La vida circulatoria de las glicoproteinas en sangre es altamente dependiente de la composicién y estructura de
sus grupos carbohidrato ligados a N. Este hecho es de una importancia directa para las glicoproteinas terapéuticas que
pretenden administrarse por via parenteral. En general, la semivida circulatoria maxima de una glicoproteina requiere
que sus grupos carbohidrato ligados a N terminen en la secuencia NeuAc-Gal-GIcNAc. Sin el 4cido sidlico terminal
(NeuAc) la glicoproteina se aclara rdpidamente de la sangre mediante un mecanismo que implica el reconocimiento
de los restos N-acetilgalactosamina (GalNAc) o galactosa (Gal) subyacentes (Goochee et al. (1991) Biol/Technology
9:1347-1355). Por esta razén, asegurar la presencia de dcido sidlico terminal en grupos carbohidrato ligados a N de
glicoproteinas terapéuticas es una consideracién importante para su desarrollo comercial.
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Las glicoproteinas circulantes estdn expuestas a sialidasas (o neuraminidasa) que pueden eliminar los restos dcido
sidlico terminales. Tipicamente, la eliminacién del 4cido sidlico expone restos galactosa y estos restos se reconocen
y se unen por receptores especificos de galactosa en los hepatocitos (revisado en Ashwell y Harford (1982) Ann.
Rev. Biochem. 51: 531). El higado también contiene otros receptores especificos de aziicar que median la eliminacién
de glicoproteinas de la circulacién. Las especificidades de dichos receptores también incluyen N-acetilglucosamina,
manosa, fucosa y fosfomanosa. Las glicoproteinas eliminadas por los receptores galactosa de los hepatocitos expe-
rimentan una degradacién sustancial y después entran en la bilis; las glicoproteinas eliminadas por el receptor de
manosa de células de Kupffer entran en el sistema reticuloendotelial (revisado en Ashwell y Harford (1982) Ann. Rev.
Biochem. 51:53).

Como se usa en este documento, la expresion Activa a pH Neutro se refiere a una glicoproteina sSHASEGP con
actividad catalitica hacia un sustrato de glicosaminoglicano in vitro a un pH de entre 5 y 8 en condiciones de sal
menores de 150 mM y potencia tamponante menor de 50 mM.

Como se usa en este documento, una solucién estabilizada se refiere a una SHASEGP que conserva mds del 60%
de su actividad inicial después del almacenamiento a temperatura ambiente durante 30 dias.

Como se usa en este documento, a menos que se especifique otra cosa, una unidad se expresa en unidades reduc-
toras de turbidez (TRU). Una TRU se define como la cantidad de actividad hiauloronidasa necesaria para reducir la
turbidez de una solucidén acidificada de acido hialurénico y es equivalente a las unidades U.S.P./National Formulary
(NF XIII) (NFU). El ensayo enzimético de tipo ELISA descrito en este documento puede relacionarse con las unida-
des TRU, NFU y USP a través de una curva patrén de una muestra de hialuronidasa (por ejemplo, patrén de USP o
WHO) estandarizada a través de la U.S.P. Por lo tanto, las actividades enzimadticas determinadas mediante el ensayo
enzimdtico de tipo ELISA son en realidad TRU relativas, puesto que la actividad enzimética no se mide realmente
usando el ensayo turbidimétrico (Dorfman ef al., 1948, J. Biol. Chem. 172: 367).

Como se usa en este documento, la potencia se define por la cantidad de proteina sHASEGP necesaria para degradar
un sustrato in vitro basdndose en una Unidad Reductora de Turbidez o Unidad Reductora de Turbidez Relativa.

Como se usa en este documento, la actividad especifica se refiere a unidades de actividad por mg de proteina. La
cantidad de proteina SHASEGP se obtiene por la absorcién de una soluciéon de sHASEGP a 280 nm asumiendo un
coeficiente de extincién molar de aproximadamente 1,7, en unidades de M~ cm™'.

El polietilenglicol (PEG) se ha usado ampliamente en biomateriales, en biotecnologia y medicina principalmente
debido a que el PEG es un polimero biocompatible, no téxico, no inmunogénico y soluble en agua (Zhao y Harris,
ACS Symposium Series 680: 458-72,1997). En el drea de suministro de farmacos, se han usado ampliamente derivados
de PEG en la unién covalente (es decir, “PEGilacion”) a proteinas para reducir la inmunogenicidad, proteolisis y
aclaramiento renal y para aumentar la solubilidad (Zalipsky, Adv. Drug Del. Rev. 16:157-82, 1995). De forma similar,
el PEG se ha unido a farmacos de bajo peso molecular relativamente hidréfobos para aumentar la solubilidad, reducir
la toxicidad y alterar la biodistribucién. Tipicamente, los firmacos PEGilados se inyectan como soluciones.

Una aplicacién estrechamente relacionada es la sintesis de redes de PEG reticuladas degradables o formulaciones
para el uso en el suministro de farmacos puesto que gran parte de la misma quimica usada en el disefio de vehi-
culos farmacolégicos solubles degradables puede usarse también en el disefio de geles degradables (Sawhney et al.,
Macromolecules 26:581-87,1993). También se sabe que pueden formarse complejos intermoleculares por mezclas de
soluciones de dos polimeros complementarios. Dichos complejos se estabilizan generalmente mediante interacciones
electrostdticas (polianién-policatién) y/o enlaces de hidrégeno (polidcido-polibase) entre los polimeros implicados
y/o por interacciones hidréfobas entre los polimeros en un entorno acuoso (Krupers et al., Eur. Polym J. 32: 785-790,
1996). Por ejemplo, la mezcla de soluciones de dcido poliacrilico (PAAc) y 6xido polietileno (PEO) en las condiciones
apropiadas da como resultado la formacién de complejos basados en su mayor parte en la formacién de enlaces de
hidrégeno. La disociacién de estos complejos en condiciones fisioldgicas se ha usado para el suministro de farmacos
libres (es decir, no PEGilados). Ademas, se han formado complejos de polimeros complementarios a partir de tanto
homopolimeros como copolimeros.

En un aspecto, el polietilenglicol tiene un peso molecular que varia de aproximadamente 3 kD a aproximadamente
50 kD y preferiblemente de aproximadamente 5 kD a aproximadamente 30 kD. Puede conseguirse la unién covalente
del PEG al farmaco (conocida como “PEGilacién”) mediante técnicas de sintesis quimica conocidas. Por ejemplo, en
un aspecto de la presente invencidn la PEGilacion de una proteina puede conseguirse por reaccién de PEG activado
con NHS con la proteina en condiciones de reaccién adecuadas.

Aunque se han descrito numerosas reacciones para la PEGilacidn, las que son mds generalmente aplicables con-
fieren direccionabilidad, utilizan condiciones de reaccidn suaves y no necesitan un procesamiento exhaustivo aguas
abajo para eliminar catalizadores téxicos o subproductos. Por ejemplo, el monometoxiPEG (mPEG) sélo tiene un
hidroxilo terminal reactivo y por lo tanto su uso limita algo la heterogeneicidad de la mezcla de producto de PEG-
proteina resultante. La activacién del grupo hidroxilo en el extremo del polimero opuesto al grupo metoxi terminal
generalmente es necesaria para conseguir una PEGilacion de proteina eficaz, siendo el objetivo hacer al PEG deriva-
tizado mds susceptible a un ataque nucleéfilo. El nucledfilo de ataque es habitualmente el grupo amino épsilon de un
resto lisilo, pero también pueden reaccionar otras aminas (por ejemplo, la amina alfa N-terminal o las aminas de anillo
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de histidina) si las condiciones locales son favorables. Una unién mds dirigida es posible en proteinas que contienen
una sola lisina o cistefna. Al dltimo resto puede dirigirse una PEG-maleimida para modificacién especifica con tiol.
Como alternativa, una PEG hidrazida puede reaccionar con sHASEGP oxidada con periodato y reducirse en presencia
de NaCNBHj;. Mis especificamente, puede hacerse reaccionar azicares CMP PEGilados con sHASEGP en presencia
de glicosiltransferasas apropiadas. Una técnica es la técnica de “PEGilacién” en la que varias moléculas poliméricas
se acoplan al polipéptido en cuestién. Cuando se usa esta técnica el sistema inmune tiene dificultades para reconocer
los epitopos en la superficie del polipéptido responsables para la formacién de anticuerpos, reduciendo por lo tanto
la respuesta inmune. Para polipéptidos introducidos directamente en el sistema circulatorio del cuerpo humano para
dar un efecto fisioldgico particular (es decir, compuestos farmacéuticos) la respuesta inmune potencial tipica es una
respuesta de IgG y/o IgM, mientras que los polipéptidos que se inhalan a través del sistema respiratorio (es decir,
polipéptido industrial) pueden causar potencialmente una respuesta de IgE (es decir, una respuesta alérgica). Una de
las teorias que explican la respuesta inmune reducida es que la molécula o moléculas poliméricas protegen epitopos
en la superficie del polipéptido responsables de la respuesta inmune que conduce la formacién de anticuerpos. Otra
teorfa o al menos un factor parcial es que cuanto mds pesado es el conjugado, se obtiene una respuesta inmune mas
reducida.

Las moléculas poliméricas acopladas al polipéptido pueden ser cualquier molécula polimérica adecuada con un
peso molecular como se define de acuerdo con la invencidn, incluyendo homopolimeros naturales y sintéticos, tales
como polioles (es decir, poli-OH), poliaminas (es decir, poli-NH,) y 4dcidos policarboxilicos (es decir, poli-COOH) y
heteropolimeros adicionales, es decir, polimeros que comprenden uno o mas grupos de acoplamiento diferentes, por
ejemplo, un grupo hidroxilo y grupos amina.

Los ejemplos de moléculas poliméricas adecuadas incluyen moléculas poliméricas seleccionadas del grupo que
comprende 6xidos de polialquileno (PAO), tales como polialquilenglicoles (PAG), incluyendo polipropilenglicoles
(PEG), metoxipolietilenglicoles (mPEG) y polipropilenglicoles, éteres de PEG-glicidilo (Epox-PEG), PEG-oxicarbo-
nilimidizadol (CDI-PEG) polietilenglicoles ramificados (PEG), alcohol polivinilico (PVA), policarboxilatos, polivi-
nilipirrolidona, poli-D,L-aminoécidos, acido polietilen-co-maleico anhidrido, 4cido poliestiren-co-malico anhidrido,
dextranos incluyendo carboximetildextranos, heparina, albimina homdloga, celulosa, incluyendo metilcelulosa, car-
boximetilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, carboxietilcelulosa e hidroxipropilcelulosa, hidrolizados de quito-
sana, almidones tales como almidones de hidroxietilo y almidones de hidroxipropilo, glucégeno, agarosas y derivados
de las mismas, goma guar, pululano, inulina, goma xantana, carragenina, pectina, hidrolizados de 4cido alginico y
biopolimeros.

Las moléculas poliméricas preferidas son moléculas poliméricas no téxicas tales como (m)polietilenglicol (mPEG),
que requiere ademds una quimica relativamente simple para su acoplamiento covalente a grupos de unién en la super-
ficie de la enzima.

Los 6xidos de polialquileno (PAO) que se observan generalmente, tales como 6xidos de polietileno, tales co-
mo PEG y especialmente mPEG son las moléculas poliméricas preferidas ya que estas moléculas poliméricas, en
comparacién con polisacaridos tales como dextrano, pululano y similares, tienen pocos grupos reactivos capaces de
entrecruzarse, no siendo deseable.

B. Perfiles de expresion tisular de sHASEGP

Aunque anteriormente se pensaba que era especifica de testiculo, la sHASEGP humana se expresa en multiples
tejidos en seres humanos cuando se usan técnicas mds sensibles tales como RT-PCR. El transcrito de SHASEGP se
encuentra en médula (cerebro), endotelio microvascular, prdstata, mama, retina, melanocitos humanos combinados,
corazoén fetal y utero gestante. La SHASEGP también se expresa en tumores de células germinales. Generalmente es
necesaria la deteccién basada en RT-PCR de transcritos de sSHASEGP para detectar niveles en tejidos distintos de
testiculo.
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C. Ensayos para actividad enzimdtica de sHASEGP
Ensayo de microtitulacion turbidométrico para determinar la actividad hialuronidasa

La actividad hialuronidasa puede detectarse por medio de un ensayo turbidimétrico modificado en solucién de
suero acidificado. Los reactivos necesarios son los siguientes:

Agua desionizada 2X esterilizada por UV o agua|Braun R5000-01
estéril para irrigacion
Hylumed Medical - Hialuronato Sodico, HA de|Genzyme 4876
Alto Peso Molecular Advanced

Biomaterials
Patrén de Referencia de Hialuronidasa USP 31200
Acetato Potasico, Granular, USP, ACS JTBaker 2914-01
Acido Acético, Glacial, 99+ % Sigma A-6283
Fosfato Sédico Monobasico Monohidrato, USP|Mallinkrodt 7774
Granular
Fosfato Sédico Dibasico Anhidro, USP Mallinkrodt 7771
Cloruro Sddico, Cristales, GR, ACS EMScience SX0420-5
Hidrolizado Enzimatico de Gelatina Sigma G-0262
Suero de Caballo, rebafio donante, ensayo de|Sigma H-1270

cultivo celular, cultivo de hibridoma ensayado,
origen de Estados Unidos

Albumina de Suero Humano al 20 % Griffols
Acido Clorhidrico, Reactivo ACS Sigma H-7020
Cloruro de Calcio, Dihidrato, Granular USP, -FCC [JTBaker 1336-01

Se preparan los siguientes reactivos: Solucion de Tampon Acetato- 14,0 g de acetato potdsico y 25,0 ml de 4cido
acético glacial en agua para hacer 1000 ml. Solucion de Tampon Fosfato- 2,5 g de fosfato sédico monobasico, 1,0
g de fosfato sédico dibdsico anhidro y 8,2 g de cloruro sédico en agua para hacer 1000 ml. Solucion Madre de
Diluyente Enzimdtico- 500 ml de Solucién de Tamp6n Fosfato con 500 ml de agua. Solucion de Trabajo de Diluyente
Enzimdtico- 33 mg de gelatina hidrolizada en 50 ml de solucién madre de diluyente enzimético preparada en un
intervalo de 2 horas antes del uso. Solucion de Tampon de Estabilizacion de Muestras (Solucion “SSB”)- 125 ul
de una Solucién de Albumina Sérica Humana al 20% y 50 ul de una solucién de Cloruro de Calcio 1 M en 50 ml
de Solucién de Trabajo de Diluyente Enzimdtico y se mezcla minuciosamente. Solucion Madre de Suero- Diluir 1
volumen de Suero de Caballo con 9 volimenes de Solucién de Tampoén Acetato. Ajustar con dcido clorhidrico 4 N a
un pH de 3,1 y dejar la solucién reposar a temperatura ambiente durante de 18 a 24 h. Almacenar la solucién a 4°C
y usar en 30 dias. Solucién de Trabajo de Suero- 10 ml de la Solucién Madre de Suero en 30 ml de la Solucién de
Tampon Acetato ajustados a temperatura ambiente. Solucion Madre de Acido Hialuronico- Acido Hialurénico Sédico
a una concentracién de 5,0 mg/ml en agua. Solucion de Trabajo de Acido Hialurénico- 0,75 ml de la Solucién Madre
de Acido Hialurénico en 4,25 ml de la Solucién de Tampdn Fosfato. Solucion Madre Convencional- Un recipiente de
Hialuronidasa Patrén de Referencia USP a una concentracién de 1000 Unidades/ml en agua, dividida en alicuotas en
porciones de 50 ul y almacenada a -20°C. Solucion de Trabajo Convencional- 40 ul de Solucién Madre Convencional
en 960 ul de Solucién de Trabajo de Diluyente Enzimatico fria para obtener una solucién que tiene una concentracién
conocida de 40 Unidades/ml, preparada inmediatamente antes del uso en el ensayo.
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Todas las muestras enzimadticas se diluyen en una placa de 96 pocillos de “Baja Unién a Proteina” de acuerdo con
las siguientes directrices:

a) El intervalo de sensibilidad médxima de este ensayo estd entre 10-30 Unidades/ml. Para minimizar el nimero
de veces que debe repetirse un ensayo para obtener resultados que estén dentro del intervalo, se determina primero el
nimero aproximado de unidades totales/ml para la muestra y después se selecciona una dilucién (nimero absoluto)
de modo que la concentracion final sea de aproximadamente 20 Unidades/ml.

b) Los volimenes de Muestra Minimos necesarios para realizar un ensayo son los siguientes: Fracciones FPLC =
50 ul, Sobrenadantes de Cultivo Tisular = 1 ml, Material Purificado/Concentrado/Etapa Final = 10 .

c¢) Para muestras con diluciones seriadas, se realizan diluciones 1:10 en la placa de 96 pocillos de “Baja Unién a
Proteinas” por triplicado por pipeteo de 360 ul de la solucién “SSB” y 40 ul de la muestra en cada pocillo.

Para la preparacion de Patrén USP se prepara la Curva Patrén de USP en la placa de 96 pocillos de “Baja Unién a
Proteina” de la forma siguiente:

Curva Patron USP

Sol. de Diluente Sol. de Trabajo Conc. Final (en

Pocillos: Patrén: Enzimatico (en ul): Convencional (en ul): Unidades/ml):
A1-A3  StO1 0 100 40

B1-B3 St02 20 80 32

C1-C3 St03 40 60 24

D1-D3 St04 60 40 16

E1-E3 St05 80 20 8

F1-F3 Sto6 90 10 4

G1-G3  St07 100 0 0

Para la preparacién del control de Acido Hialurénico en las columnas 1-3, se prepara el Control de H.A. en la placa
de 96 pocillos “de Fondo Plano” de la forma siguiente:
Controles de H.A.:
Sol. de Trabajo de Acido Sol. de Trabajo de Diluyente
Pocillos: Control: Hialurénico (en pl): Enzimatico (en pul):
H1-H3  Co01 0 60

La Placa de Reaccién: se pipetean 30 ul por pocillo de Solucién de Trabajo de Acido Hialurénico usando una
pipeta de transferencia de 8 canales de 50 ul en una placa de microtitulacién de 96 pocillos “de Fondo Plano”, dejando
vacios los pocillos HI-H3. Se pipetean 60 ul/pocillo de Solucién de Trabajo de Diluyente Enzimatico en los pocillos
H1-H3 de la misma placa como el control de HA.

Solucién de Trabajo de Suero: se dispensan 40 ml de Solucién de Trabajo de Suero en una cubeta de transferencia
y préxima al termobloque.

Etapa de precalentamiento: Una vez que se han preparado ambas placas, la placa de 96 pocillos de Baja Unién a
Protefna que contiene las muestras diluidas, patrones, controles y la placa de 96 pocillos de fondo plano que contiene

la Solucién de Trabajo de Acido Hialurénico se colocan en un termobloque y se deja que se calienten durante 5 min a
37°C.

La Reaccion se inicia mediante la adicién de Enzima a Sustrato: 30 ul de la placa de enzima en todos los pocillos
de la columna n° 1 de la placa de fondo plano de 96 Pocillos (que contiene el sustrato) usando una pipeta de 8 canales
de 5-50 ul. La mezcla de reaccion de Enzima/Sustrato se aspira 5 veces (retirando la solucién hacia arriba y hacia
abajo con la transferencia durante los primeros 15 segundos para asegurar una mezcla de muestra completa. Después
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de mezclar la enzima y el sustrato, las puntas se expulsan y se carga un nuevo conjunto de puntas en la pipeta de
transferencia para la siguiente columna. Se reinicia un temporizador y a tiempo (t) = 0:30, se repite este proceso para
la columna 2. En el siguiente intervalo de 30 segundos (t) = 1:00, se repite este proceso para la columna 3. Este
proceso se repite desplazdndose de izquierda a derecha a través de la placa, cada 30 segundos hasta que todos los
pocillos contengan tanto enzima como sustrato.

Interrupcién de la reaccion: Cuando el temporizador alcanza 6 minutos (t) = 6:00, se pipetean 240 ul de 1a Solucién
de Trabajo de Suero en cada pocillo, usando una pipeta de transferencia de 8 canales de 50-300 ul en la columna 1 de
la placa de fondo plano de 96 pocillos a partir de la Reserva de Reactivo de 50 ml adyacente. La mezcla se aspira 3
veces (retirando la solucién hacia arriba y hacia abajo con la pipeta de transferencia) durante los primeros 10 segundos
para asegurar una mezcla completa. El proceso se repite cada 30 segundos, avanzando desde la columna 1 a la 12.

Tras completarse la dltima columna (columna 12), la placa de reaccion se retira del termobloque y la placa se
coloca en la bandeja de lectura del lector de placas a 640 nM. Se genera un ajuste de curva lineal a partir de la curva
patrén que permite la extrapolacién de las muestras de ensayo.

Ensayos alternativos para hiauloronidasa
Ensayo de microtitulacion de hialuronano biotinilado

Los grupos carboxilo libres o restos dcido gluorénico de Hialuronano se biotinilan en una reaccién de una etapa
usando biotina-hidrazida (Pierce), Sulfo NHS (Pierce) y 1-Etildimetilaminopropil-carbodiimida (Sigma). Este sustrato
de HA biotinilado se acopla covalentemente a una placa de microtitulaciéon de 96 pocillos en una segunda reaccion.
A la finalizacién de la reaccién enzimatica, se detecta el sustrato residual con una reaccién de avidina-peroxidasa que
puede leerse en un lector de placas de ELISA convencional. Puesto que el sustrato estd unido covalentemente a la placa
de microtitulacién, no aparecen artefactos tales como desplazamiento dependiente de pH del sustrato biotinilado. La
sensibilidad permite una medicién rdpida de la actividad de hialuronidasa a partir de células cultivadas y muestras
bioldgicas con una variacién entre ensayos de menos del 10%.

La actividad especifica de hialuronidasa se expresa en unidades reductoras de turbidez (TRU). Una TRU se define
como la cantidad de actividad hialuronidasa necesaria para reducir la turbidez de una solucién acidificada de acido
hialurénico y es equivalente a las unidades U.S.P./National Formulary (NF XIII) (NFU). El ensayo enzimético de tipo
ELISA usado para la purificacién se relaciona con las unidades TRU, NFU y U.S.P. a través de una curva patrén
de una muestra de hialuronidasa (por ejemplo, USP) estandarizada a través de la U.S.P.. Por lo tanto, las actividades
enzimaticas determinadas por el ensayo enzimadtico de tipo ELISA son realmente TRU relativas, puesto que la actividad
enzimdtica no se mide realmente usando el ensayo turbidimétrico (Dorfman et al., 1948, J. Biol. Chem. 172: 367).

Muchos ensayos de hialuronidasa se han basado en la medicién de la generacién de nuevos grupos N-acetilami-
no reductores (Bonner y Cantey, Clin. Chim. Acta 13: 746-752, 1966), o pérdida de viscosidad (De Salegui et al.,
Arch. Biochem. Biophys. 121:548-554,1967) o turbidez (Dorfinan y Ott, J. Biol. Chem. 172:367,1948). Con sus-
tratos purificados todos estos métodos son suficientes para la determinacién de la presencia o ausencia de actividad
endoglucosamidica.

También pueden usarse sustratos de glicosaminoglicanos sustancialmente purificados para un Ensayo de Desplaza-
miento en Gel. Se mezclan glicosaminoglicanos con sHASEGP combinante para ensayar la actividad endoglucosidasa,
que da como resultado un cambio en la motilidad de sustrato dentro del gel. Puede obtenerse sulfato de condroitina-
4y 6, sulfato de dermatdn, sulfato de heparan en Sigma Chemical. Puede obtenerse hialuronano de cordén umbilical
humano en ICN. Cada sustrato de ensayo se diluye a 0,1 mg/ml en un intervalo de tampén de pH 3,5-7,5. Muestras
de 10 ul de sSHASEGP purificada o medios acondicionados de células que expresan sHASEGP se mezclan también
con 90 ul de sustrato de ensayo en el tampén deseado y se incuban durante 3 horas a 37°C. Después de la incubacion
las muestras se neutralizan con tampén de muestras (Tris EDTA pH 8,0, Azul Bromofenol y glicerol) seguido de
electroforesis. Los glicosaminoglicanos se detectan por tincion de los geles en Azul Alcian al 0,5% en Acido Acético
Glacial al 3% durante una noche, seguida de destefiido en Acido Acético Glacial al 7%. La degradacién se determina
por comparacién de la motilidad de sustrato en presencia y ausencia de enzima.

La actividad hialuronidasa también puede detectarse mediante zimografia en gel de sustrato (Guentenhoner et al.,
1992, Matrix 388-396). En este ensayo se aplica una muestra a un gel de SDS-PAGE que contiene 4dcido hialurénico
y las proteinas en la muestra se separan mediante electroforesis. El gel se incuba después en un tampdn de ensayo
enzimitico y posteriormente se tifien para detectar el dcido hiaulénico en el gel. Se visualiza la actividad hialuronidasa
como una zona aclarada en el gel de sustrato.

D. Identificacion y aislamiento de genes de polipéptido sHASEGP
El gen de polipéptido sHASEGP y/o dominios del mismo pueden obtenerse por métodos bien conocidos en la
técnica para aislamiento de ADN. Cualquier método conocido por los especialistas en la técnica para la identificacién

de 4cidos nucleicos que codifican genes deseados puede usarse. Cualquier método disponible en la técnica puede usarse

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335005 T3

para obtener un ADNc de longitud completa (es decir, que incluye la regién codificante completa) o clon de ADN
gendémico que codifica un polipéptido SHASEGP. Por ejemplo, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) puede
usarse para amplificar una secuencia que se expresa en tejidos normales, por ejemplo, dcidos nucleicos que codifican
un polipéptido SHASEGP (SEC ID N°: 1 y 2) en una genoteca de genémico o ADNc. Pueden usarse cebadores
oligonucleotidicos que hibridan con secuencias en los extremos terminales 3’ y 5’ de las secuencias identificadas como
cebadores para amplificar por PCR secuencias a partir de una muestra de dcido nucleico (ARN o ADN, generalmente
una genoteca de ADNCc) a partir de una fuente apropiada (por ejemplo, testiculo, prostata, mama).

Puede realizarse una PCR, por ejemplo, mediante el uso de un termociclador Perkin-Elmer Cetus y Taq polimerasa
(Gene Amp). E1 ADN que se amplifica puede incluir ARNm, o ADNc o ADN genémico de cualquier especie eucariota.
Se puede elegir sintetizar varios cebadores degenerados diferentes para el uso en las reacciones de PCR.

También es posible variar la rigurosidad de las condiciones de hibridacién usadas en el cebado de las reacciones de
PCR para amplificar homélogos de dcido nucleico (por ejemplo, para obtener secuencias de polipéptido sHASEGP de
especies distintas de seres humanos o para obtener secuencias humanas con homologia con polipéptido sSHASEGP),
permitiendo mayores o menores grados de similitud de secuencia de nucleétidos entre la secuencia de nucleétidos
conocida y el homdlogo de dcido nucleico que se estd aislando. Para hibridacion cruzada entre especies, se usan
condiciones de baja rigurosidad a rigurosidad moderada. Para hibridacién en la misma especie, se usan condiciones
de moderadamente rigurosas a altamente rigurosas. Las condiciones pueden determinarse empiricamente.

Después de la amplificacion con éxito del dcido nucleico que contiene toda o una porcién de la secuencia polipep-
tidica de sSHASEGP identificada o de un 4cido nucleico que codifica toda o una porcién de un homdélogo polipeptidico
de sHASEGP, ese segmento puede clonarse molecularmente y secuenciarse, y usarse como sonda para aislar un clon
de ADNc o genémico completo. Esto a su vez permite la determinacién de la secuencia de nucleétidos completa del
gen, el andlisis de su expresion y la produccién de su producto proteico para su andlisis funcional. Una vez que se
determina la secuencia de nucledtidos, puede determinarse una fase de lectura abierta que codifica el producto proteico
del gen de polipéptido sHASEGP por cualquier método bien conocido en la técnica para determinar fases de lectura
abiertas, por ejemplo, usando programas informaticos disponibles ptiblicamente para el andlisis de secuencias de nu-
cleétidos. Una vez que se define una fase de lectura abierta, es rutinario determinar la secuencia de aminodcidos de la
protefna codificada por la fase de lectura abierta. De este modo, pueden identificarse las secuencias de nucleétidos de
los genes de polipéptidos sSHASEGP completos, asi como las secuencias de aminodcidos de proteinas polipeptidicas
SHASEGP y anélogos.

Cualquier célula eucariota puede servir potencialmente como la fuente de 4cido nucleico para la clonacién mo-
lecular del gen de polipéptido SHASEGP. Los acidos nucleicos pueden aislarse a partir de vertebrados, mamiferos,
seres humanos, porcinos, bovinos, felinos, aves, equinos, caninos, asi como fuentes de primates adicionales, insectos,
plantas y otros organismos. El ADN puede obtenerse mediante procedimientos convencionales conocidos en la téc-
nica a partir de ADN clonado (por ejemplo, una “genoteca” de ADN), por sintesis quimica, por clonacién de ADNc
o mediante la clonacién de ADN gendémico o fragmentos del mismo, purificados a partir de la célula deseada (véase,
por ejemplo, Sambrook et al. 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2* Ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, Nueva York; Glover, D. M. Ed., 1985, DNA Cloning : A Practical Approach, MRL Press,
Ltd., Oxford, Reino Unido Vol. 1,11. Los clones derivados de ADN genémico pueden contener regiones de ADN
reguladoras e intrénicas ademds de las regiones codificantes; los clones derivados de ADNc contendrdn solamente
secuencias exoOnicas. Para cualquier fuente, el gen se clona en un vector adecuado para la propagacién del mismo.

En la clonacién molecular del gen a partir de ADN genémico, se generan fragmentos de ADN, algunos de los
cuales codificardn el gen deseado.

El ADN puede escindirse en sitios especificos usando diversas enzimas de restriccion.

Como alternativa, se puede usar ADNasa en presencia de manganeso para fragmentar el ADN o el ADN puede
romperse fisicamente, por ejemplo, por sonicacién. Los fragmentos de ADN lineal pueden separarse después de acuer-
do con el tamafio mediante técnicas convencionales, incluyendo pero sin limitacién, electroforesis en gel de agarosa y
poliacrilamida y cromatografia en columna.

Una vez que se generan los fragmentos de ADN, la identificacién del fragmento de ADN especifico que contiene
el gen deseado puede conseguirse de varias formas.

Por ejemplo, una porcién del gen de polipéptido SHASEGP (de cualquier especie) (por ejemplo, un producto de
amplificacién de PCR obtenido como se ha descrito anteriormente o un oligonucleétido que tiene una secuencia de una
porcidén de la secuencia de nucleétidos conocida) o su ARN especifico, o un fragmento del mismo, puede purificarse
y marcarse y los fragmentos de ADN generados pueden explorarse mediante hibridacién de dcido nucleico con la
sonda marcada (Benton y Davis, Science 196: 180 (1977); Grunstein y Hogness, Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 72:
3961 (1975)). Los fragmentos de ADN con una homologia sustancial con la sonda hibridardn. También es posible
identificar el fragmento apropiado mediante digestién o digestiones con enzimas de restriccion y la comparacién
de los tamafios de fragmento con los esperados de acuerdo con un mapa de restriccién conocido, si dicho mapa
estd disponible, o por andlisis de secuencia de ADN y comparacién con la secuencia de nucleétidos conocida de
polipéptido sHASEGP. Puede realizarse una seleccién adicional en base a las propiedades del gen. Como alternativa,
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la presencia del gen puede detectarse mediante ensayos basados en las propiedades fisicas, quimicas o inmunolégicas
de su producto expresado. Por ejemplo, pueden seleccionarse clones de ADNc o clones de ADN que seleccionen
por hibridacién el ARNm apropiado que produce una proteina que, por ejemplo, tiene una migracién electroforética,
un comportamiento de concentracion isoeléctrica, mapas de digestion proteolitica, propiedades antigénicas, actividad
hialuronidasa similares o idénticas. Si estd disponible un anticuerpo anti-polipéptido sHASEGP, la proteina puede
identificarse por unién de anticuerpo marcado con los clones que sintetizan supuestamente el polipéptido sHASEGP
en un procedimiento de tipo ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas).

Las alternativas para aislar el ADN genémico de polipéptido sSHASEGP incluyen, pero sin limitacion, sintetizar
quimicamente la secuencia génica a partir de una secuencia conocida o convertir el ADNc en el ARNm que codifique
el polipéptido sHASEGP.

Por ejemplo, el ARN para clonar ADNc del gen de polipéptido sHASEGP puede aislarse de células que expresan
la proteina. Los 4cidos nucleicos identificados y aislados pueden insertarse después en un vector de clonacién apro-
piado. Pueden usarse un gran nimero de sistemas de vector-hospedador conocidos en la técnica. Los vectores posibles
incluyen, pero sin limitacién, plasmidos o virus modificados, pero el sistema vector debe ser compatible con la célula
hospedadora usada. Dichos vectores incluyen, pero sin limitacidn, bacteri6fagos tales como derivados de lambda o
plasmidos tales como derivados de plasmidos pBR322 o pUC o el vector Bluescript (Stratagene, La Jolla, CA). La
insercion en un vector de clonacién puede conseguirse, por ejemplo, por ligacidn del fragmento de ADN en un vector
de clonacién que tenga extremos terminales cohesivos complementarios.

Si los sitios de restricciéon complementarios usados para fragmentar el ADN no estdn presentes en el vector de
clonacién, los extremos de las moléculas de ADN pueden modificarse enzimaticamente. Como alternativa, puede pro-
ducirse cualquier sitio deseado por ligaciéon de secuencias de nucledtidos (enlazadores) en los extremos terminales del
ADN; estos enlazadores ligados pueden incluir oligonucleétidos sintetizados quimicamente especificos que codifican
secuencias de reconocimiento de endonucleasas de restriccién. En un método alternativo, el vector escindido y el gen
de polipéptido sHASEGP pueden modificarse por formacion de colas homopoliméricas.

Las moléculas recombinantes pueden introducirse en células hospedadoras por transformacién, transfeccion, infec-
cién, electroporacién, precipitacion con calcio y otros métodos, de modo que se generen muchas copias de la secuencia
génica.

En realizaciones especificas, la transformacién de células hospedadoras con moléculas de ADN recombinante que
incorporan el gen de polipéptido sHASEGP aislado, ADNc o secuencias de ADN sintetizadas, permite la generacién
de multiples copias del gen.

Por lo tanto, el gen puede obtenerse en grandes cantidades por cultivo de transformantes, aislamiento de las molé-
culas de ADN recombinante a partir de los transformantes y, cuando sea necesario, recuperacion del gen insertado a
partir del ADN recombinante aislado.

E. Vectores, pldsmidos y células que contienen dcidos nucleicos que codifican un polipéptido sHASEGP o dominio
hialuronidasa del mismo y expresion de vectores de polipéptidos sHASEGP y células

Para la expresion recombinante de uno o mds de los polipéptidos SHASEGP, el 4cido nucleico que contiene toda
o una porcién de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido sHASEGP puede insertarse en un vector de
expresion apropiado, es decir, un vector que contenga los elementos necesarios para la transfeccién y traduccion de
la secuencia codificante de proteina insertada. Las sefiales de transcripcién y traduccién necesarias también pueden
suministrarse mediante el promotor nativo para genes de SHASEGP y/o sus regiones flanqueantes.

También se proporcionan vectores que contienen un acido nucleico que codifica las SHASEGP que pueden intro-
ducirse en un sistema de expresion capaz de producir una SHASEGP soluble activa a pH neutro.

También se proporcionan células que contienen los vectores. Las células incluyen células eucariotas y procariotas
y los vectores adecuados para el uso en las mismas.

Se proporcionan células eucariotas, incluyendo Células de Ovario de Hamster Chino deficientes en dihidrofolato
reductasa (DG44), que contienen los vectores. Las células adecuadas incluyen células de levadura, células fingicas,
células vegetales, células de insecto y células animales. Las células se usan para producir un polipéptido sHASEGP
o dominio Hialuronidasa del mismo mediante (a) cultivo de las células descritas anteriormente en condiciones por las
que el polipéptido sHASEGP codificado o dominio hialuronidasa del polipéptido sHASEGP se expresa por la célula
y, después (b) recuperacion de la proteina de dominio hialuronidasa expresada. En las realizaciones ejemplificadas, el
dominio hialuronidasa se secreta en el medio.

En una realizacion, se proporcionan vectores que incluyen una secuencia de nucleétidos que codifica un polipép-
tido que tiene actividad Hialuronidasa y contiene toda o una porcién de sélo el dominio hialuronidasa, o mdltiples
copias del mismo, de una proteina sHASEGP. También se proporcionan vectores que comprenden una secuencia de
nucledtidos que codifica el dominio hialuronidasa y porciones adicionales de una proteina SHASEGP de hasta, e in-
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cluyendo, una proteina sHASEGP de longitud completa, asi como multiples copias de la misma. Los vectores pueden
seleccionarse para la expresién de la proteina sSHASEGP o dominio hialuronidasa de la misma en la célula o de modo
que la proteina sSHASEGP se exprese como una proteina secretada. Como alternativa, los vectores pueden incluir las
seflales necesarias para la secrecién de proteinas codificadas. Cuando el dominio hialuronidasa se expresa, el dcido
nucleico estd unido a un 4cido nucleico que codifica una sefial de secrecidn, tal como la secuencia sefial de factor de
conjugacién de Saccharomyces cerevisiae o una porcion de la misma, o la secuencia sefial nativa.

Para generar una sHASEGP soluble activa a pH neutro son necesarias células capaces de introducir glicosilacién
ligada a N. En la realizacién preferida, las células de mamifero de Ovario de Hdmster Chino deficientes en dihidrofo-
lato reductasa tales como DG44 se someten a electroporacién con un pldsmido que codifica un promotor de mamifero
fuerte, tal como CMYV, un 4cido nucleico que codifica una sHASEGP seguido de un sitio interno de entrada al riboso-
ma, el gen de la dihidrofolato reductasa de ratén y la secuencia de poliadenilacién de SV40, como se muestra en la
SEC ID N° 51. Dichas células se cultivan después en un medio quimicamente definido en ausencia de hipoxantina y
timidina, seguido de una amplificacién génica adicional con concentraciones crecientes de metotrexato.

Pueden usarse una diversidad de sistemas de vector-hospedador para expresar la secuencia codificante de proteina.

Estos incluyen, pero sin limitacién, sistemas de células de mamifero infectadas con virus, por ejemplo, virus vaccinia,
adenovirus, etc.); sistemas de células de insecto infectadas con virus (por ejemplo, baculovirus); microorganismos
tales como levaduras que contienen vectores de levadura; o bacterias transformadas con bacteriéfagos, ADN, ADN
plasmidico o ADN cosmidico. Los elementos de expresion de vectores varian en sus potencias y especificidades. De-
pendiendo del sistema de vector-hospedador usado, puede usarse uno cualquiera de varios elementos de transcripcién
y traduccién adecuados. Obsérvese que la expresion bacteriana de ADN de sHASEGP no dard como resultado por si
misma una sHASEGP cataliticamente activa, pero cuando se combina con la maquinaria de glicosilacién apropiada
puede glicosilarse artificialmente como tal.

Cualquier método conocido por los especialistas en la técnica para la insercién de fragmentos de 4cido nucleico
en un vector puede usarse para construir vectores de expresién que contengan un gen quimérico que contenga las
sefiales de control de la transcripcién/traduccion apropiadas y secuencias codificantes de proteina. Estos métodos pue-
den incluir técnicas de ADN recombinante y sintéticas in vitro y recombinantes in vivo (recombinacién genética). La
expresion de secuencias de 4cido nucleico que codifican polipéptido SHASEGP o dominios, derivados, fragmentos
u homoélogos del mismo puede regularse mediante una segunda secuencia de acido nucleico de modo que los genes
o fragmentos de los mismos se expresen en un hospedador transformado con la molécula o moléculas de ADN re-
combinante. Por ejemplo, la expresién de las proteinas puede controlarse mediante cualquier promotor/potenciador
conocido en la técnica. En una realizacién especifica, el promotor no es nativo respecto a los genes para el polipéptido
SHASEGP. Los promotores que pueden usarse incluyen, pero sin limitacion, el promotor temprano de SV40 (Ber-
noist y Chambon, Nature 290: 304-310 (1981), el promotor contenido en la repeticién terminal larga 3’ del virus del
sarcoma de Rous (Yamamoto et al., Cell 22: 787-797 (1980), el promotor de timidina quinasa de herpes (Wagner et
al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1441-1445 (1981), las secuencias reguladoras del gen de metalotioneina (Brinster
et al., Nature 296: 39-42 (1982)); vectores de expresion procariotas tales como el promotor de S-Lactamasa (Villa-
Kamaroff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 3727-3731 1978)) o el Promotor de TAC (Deboer et al, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80: 21-25 (1983)); véase también “Useful Proteins from Recombinant Bacteria”: en Scientific Ame-
rican 242: 79-94 (1980)); vectores de expresién en plantas que contienen el promotor de opalina sintetasa (Herrar-
Estrella et al. Nature 303: 209-213 (1984)) o el promotor del ARN 35S del virus del mosaico de la coliflor (Garder
et al. Nucleic Acids RES. 9: 2871 (1981)), y el promotor de la enzima fotosintética ribulosa bisfosfato carboxilasa
(Herrera-Estrella et al., Nature 310: 115-120 (1984)); elementos promotores de levaduras y otros hongos tales como
el promotor Gal4, el promotor de la alcohol deshidrogenasa, el promotor de la fosfoglicerol quinasa, el promotor de la
fosfatasa alcalina y las siguientes regiones de control de la transcripcién animales que presentan especificidad de tejido
y que se han usado en animales transgénicos: region de control del gen de elastasa I, que es activo en células acinares
pancredticas (Swift ef al, Cell 38: 639-646 (1984); Omitz et al, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50: 399-409
(1986); Macdonald, Hepatology 7: 425-515 (1987)); region de control del gen de la insulina, que es activo en células
beta pancredticas (Hanahan ef al, Nature 315: 115-122 (1985)), regién de control del gen de la inmunoglobulina, que
es activo en células linfoides (Grosschedl et al, Cell 38: 647-658 (1984); Adams et al. Nature 318: 533-538 (1985);
Alexander et al, Mol. Cell Biol. 7: 1436-1444 (1987)), regi6én de control del virus del tumor mamario de ratén, que
es activo en células testiculares, mamarias, linfoides y mastocitos (Leder er al, Cell 45 : 485-495 (1986)), region de
control del gen de albimina, que es activo en el higado (PINCKERT et al, Genes and Devel. 1: 268-276 (1987)),
region de control del gen de alfa-fetoproteina, que es activo en higado (Krumlauf ez al, Mol. Cell. Biol. 5: 1639-1648
(1985); Hammer et al, Science 235:53-58 1987)), region de control del gen de antitripsina alfa-1, que es activo en el
higado (Kelsey et al. Genes and Devel. 1: 161-171 (1987)), regién de control del gen de betaglobina, que es activo en
células mieloides (Mogram et al. Nature 315: 338-340 (1985); Kollias et al, Cell 46: 89-94 (1986)), regién de control
del gen de la proteina bésica de mielina, que es activo en los oligodendrocitos del cerebro (Readhead et al. Cell 48:
703-712 (1987)), regién de control del gen de la cadena ligera de miosina 2, que es activo en musculo esquelético
(Sani, Nature 314: 283-286 (1985)), y regi6én de control del gen de la hormona liberadora de gonadotropinas, que es
activo en células gonadotréficas del hipotdlamo (Mason et al. Science 234: 1372-1378 (1986)).

En una realizacién especifica, se usa un vector que contiene un promotor unido operativamente a dcidos nucleicos

que codifican un polipéptido sHASEGP o un dominio, fragmento, derivado u homélogo del mismo, uno o mas origenes
de replicacidn y, opcionalmente, uno o mas marcadores de seleccion (por ejemplo, un gen de resistencia a antibidtico).
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También pueden ser necesarias sefiales de inicio especificas para una traduccién eficaz de una secuencia de sHA-
SEGP. Estas sefiales incluyen el codén de inicio ATG y secuencias adyacentes. En los casos en los que se inserta
SHASEGP, su codén de inicio y sus secuencias cadena arriba en el vector de expresion apropiado, pueden no ser
necesarias sefiales de control de la traduccion adicionales. Sin embargo, en los casos en los que sélo se inserta la se-
cuencia codificante o una porcién de la misma, deben proporcionarse sefiales de control de la transcripcién exdgenas
incluyendo el codén de inicio ATG. Ademads, el codén de inicio debe estar en la fase de lectura correcta para asegurar
la transcripcién del inserto completo. Los elementos transcripcionales y codones de inicio exdgenos pueden ser de
diversos origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficacia de expresién puede aumentarse mediante la inclusién
de potenciadores apropiados para el sistema celular que se use (Scharf D et al (1994) Results Probl Cell Differ 20:
125-62; Bittner et al (1987) Methods in Enzymol 153: 516-544).

Ademds, puede seleccionarse una cepa de célula hospedadora por su capacidad para modular la expresion de las
secuencias insertadas o para procesar la proteina expresada de la forma deseada. Dichas modificaciones del poli-
péptido incluyen, pero sin limitacién, acetilacion, carboxilacién, glicosilacién, fosforilacion, lipidacion y acilacion.
El procesamiento postraduccional que escinde una forma “prepro” de la proteina también puede ser importante para
una insercion, plegamiento y/o funcién correctas. Diferentes células hospedadoras tales como CHO (DG44, DXB 11,
CHO-K1), HeLa, MDCK, 293, WI83, etc. tienen una maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para
dichas actividades postraduccionales y pueden seleccionarse para asegurar la correcta modificaciéon y procesamiento
de la proteina extrafia introducida.

Para produccién de alto rendimiento a largo plazo de proteinas recombinantes, se prefiere una expresion estable.
Por ejemplo, pueden transformarse lineas celulares que expresen de forma estable SHASEGP usando vectores de
expresion que contienen origenes virales de replicacion o elementos de expresion enddgenos y un gen marcador
de seleccion. Después de la introduccién del vector, puede dejarse que las células crezcan durante 1-2 dias en un
medio enriquecido antes de que se cambien a un medio selectivo. El propdsito del marcador de seleccién es conferir
resistencia a la seleccion, y su presencia permite el crecimiento y la recuperacioén de células que expresan con €xito
las secuencias introducidas. Pueden proliferar grupos resistentes de células transformadas de forma estable usando
técnicas de cultivo tisular apropiadas para el tipo celular.

Puede usarse cualquier nimero de sistemas de seleccién para recuperar lineas celulares transformadas. Estos in-
cluyen, pero sin limitacidn, los genes de timidina quinasa de virus herpes simple (Wigler M et al (1977) Cell 11: 223-
32) y adenina fosforribosiltransferasa (Lowy I ez al (1980) Cell 22: 817-23), que pueden emplearse en células TK- o
APRT-, respectivamente. Ademds puede usarse la resistencia a antimetabolitos, antibidticos o herbicidas como base
para la seleccién. Por ejemplo, el DHFR que confiere resistencia a metotrexato (Wigler M et al (1980) Proc Natl Acad
Sci 77: 3567-70); el npt que confiere resistencia a los aminoglicésidos neomicina y G-418 (Colbere-Garapin Fetal
(1981) J Mol Biol 150: 1-14) y als o pat, que confieren resistencia a clorsulfurén y fosfofinotricina acetiltransferasa,
respectivamente (Murry, anteriormente). Se han descrito genes de seleccion adicionales, por ejemplo, trpB que permite
que las células utilicen indol en lugar de tript6fano, o hisD, que permite que las células utilicen histinol en lugar de
histidina (Hartman S C y R C Mulligan (1988) Proc Natl Acad Sci 85: 8047-51). Recientemente, el uso de marcadores
visibles ha obtenido popularidad con marcadores tales como antocianinas, beta glucuronidasa y su sustrato, GUS y
luciferasa y su sustrato, luciferina, usdndose ampliamente no sélo para identificar transformantes, sino también para
cuantificar la cantidad de expresion de proteina transitoria o estable atribuible a un sistema vector especifico (Rhodes
C A et al (1995) Methods Mol Biol 55: 121-131).

Identificacion de transformantes que contienen la secuencia polinucleotidica

Aunque la presencia/ausencia de expresion de gen marcador sugiere que el gen de interés también estd presente,
la presencia y expresion de una SHASEGP activa deberia confirmarse. Por ejemplo, si la sSHASEGP se inserta en
el interior de una secuencia génica marcadora, pueden identificarse células recombinantes que contienen sHASEGP
por ausencia de funcién génica de marcador. Como alternativa, un gen marcador puede situarse en tindem con una
secuencia de sSHASEGP bajo el control de un solo promotor. La expresién del gen marcador en respuesta a la induccién
o seleccidn indica habitualmente la expresion de la SHASEGP en tdndem también. La deteccién de una sHASEGP
activa a pH neutro apropiadamente glicosilada puede determinarse por medio del ensayo de los medios acondicionados
para determinar la actividad enzimatica de sHASEGP en condiciones apropiadas.

Purificacion de sHASEGP

Pueden cultivarse células hospedadoras transformadas con una secuencia de nucleétidos de sSHASEGP en condi-
ciones adecuadas para la expresion y recuperacién de la proteina purificada a partir del cultivo celular. La proteina
producida mediante una célula recombinante se secreta preferiblemente, pero puede estar contenida intracelularmen-
te dependiendo de la secuencia y/o del vector usado. Como se entenderd por los especialistas en la técnica, pueden
disefiarse vectores de expresion que contienen SHASEGP con secuencias sefial que faciliten la secrecién directa de
SHASEGP a través de una membrana celular procariota o eucariota. Otras construcciones recombinantes pueden unir
la sSHASEGP a una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio polipeptidico que facilitara la purificacién de
proteinas solubles (Kroll D J e al (1993) DNA Cell Biol 12: 441-53; constiltese la discusion de vectores a continuacién
que contienen proteinas de fusion).
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La sHASEGP también puede expresarse como proteina recombinante con uno o mas dominios polipeptidicos adi-
cionales afiadidos para facilitar la purificacion de proteina. Dichos dominios de facilitacién de la purificacién incluyen,
pero sin limitacién, péptidos de quelacién de metales tales como médulos de histidina-triptéfano que permiten la pu-
rificacion sobre metales inmovilizados, dominios de proteina A que permiten la purificacién sobre inmunoglobulina
inmovilizada, y el dominio utilizado en el sistema de extensién/purificacién por afinidad FLAGS (Immunex Corp,
Seattle Wash). La inclusion de secuencias enlazadoras escindibles tales como Factor XA o enteroquinasa (Invitrogen,
San Diego Calif.) entre el dominio de purificacién y la SHASEGP es titil para facilitar la purificacién. Un vector de
expresion de este tipo proporciona la expresion de una proteina de fusién que comprende una SHASEGP y contiene
un 4cido nucleico que codifica 6 restos histidina seguido de tiorredoxina y un sitio de escision de enteroquinasa. Los
restos histidina facilitan la purificacién sobre IMIAC (cromatografia de afinidad de iones metalicos inmovilizados,
como se describe en Porath et al (1992) Protein Expression and Purification 3: 263-281), mientras que el sitio de
escision enteroquinasa proporciona un medio para purificar la quimiocina a partir de la proteina de fusion.

Ademads de la produccién recombinante, pueden producirse fragmentos de SHASEGP mediante sintesis peptidica
directa usando técnicas en fase sélida (consultese Stewart et al (1969) Solid-Phase Peptide Synthesis, W H Freeman
Co, San Francisco; Merrifield J (1963) J Am Chem Soc 85: 2149-2154). La sintesis de proteinas in vitro puede reali-
zarse usando técnicas manuales o mediante automatizacién. Puede conseguirse una sintesis automadtica, por ejemplo,
usando un sintentizador de péptidos Applied Biosystems 431A (Perkin Elmer, Foster City Calif.) de acuerdo con las
instrucciones proporcionadas por el fabricante. Diversos fragmentos de SHASEGP pueden sintetizarse quimicamente
por separado y combinarse usando métodos quimicos para producir la molécula de longitud completa.

Se generan vectores de expresion que contienen las secuencias codificantes, o porciones de los mismos de un
polipéptido sHASEGP, por ejemplo, subclonando las porciones codificantes en el sitio de restriccién de EcoR1 de
cada uno de los tres vectores PGEX (vectores de expresion de glutation S-transferasa (Smith y Johnson, Gene 7: 31-
40 (1988)). Esto permite la expresion de productos en la fase de lectura correcta. Los vectores y sistemas ejemplares
para la expresion de los dominios hialuronidasa de los polipéptidos SHASEGP incluyen los vectores de Pichia bien
conocidos (disponibles, por ejemplo, en Invitrogen, San Diego, CA), particularmente los disefiados para la secrecién
de las proteifnas codificadas. La proteina también puede expresarse citopldsmicamente, tal como en los cuerpos de
inclusion. Se describe en los ejemplos un vector ejemplar.

Los plasmidos para la transformacién de células de E. coli, incluyen, por ejemplo, los vectores de expresiéon pET
(véase, la patente de Estados Unidos 4.952.496; disponibles en Novagen, Madison, WI; véase también la bibliografia
publicada por Novagen que describe el sistema).

Dichos pldsmidos incluyen pET 11a, que contiene el promotor lac de T7, el terminador de T7, el operador lac de
E. coli inducible y el gen represor de lac; pET 12A-C, que contiene el promotor de T7, el terminador de T7 y la sefial
de secrecion OMPT de E. coli; y pET 15B y PET19B (Novagen, Madison, Wi), que contienen una secuencia lider
marcada con His para uso en la purificacién con una columna de His y un sitio de escisién de trombina que permite la
escision después de la purificacion sobre la columna; la region promotora lac de T7 y el terminador de T7.

Los vectores se introducen en células hospedadoras, tales como células de Pichia y células bacterianas, tales como
E. coli, y las proteinas se expresan en las mismas. Las cepas de Pichia ejemplares incluyen, por ejemplo, GS115. Los
hospedadores bacterianos ejemplares contienen copias cromosémicas de ADN que codifica la ARN polimerasa de T7
unida operativamente a un promotor inducible, tal como el promotor LACUV (véase, la Patente de Estados Unidos N°
4.952.496). Dichos hospedadores incluyen, pero sin limitacion, la cepa de E. coli lisogénica BL21 (DE3).

Los dominios, derivados y andlogos de SHASEGP pueden producirse mediante diversos métodos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, una vez que se identifica una célula recombinante que expresa un polipéptido sHASEGP o un
dominio, fragmento o derivado del mismo, el producto génico individual puede aislarse y analizarse. Esto se consigue
mediante ensayos basados en las propiedades fisicas y/o funcionales de la proteina, incluyendo, pero sin limitacion,
marcaje radioactivo del producto seguido de andlisis mediante electroforesis en gel, inmunoensayo, entrecruzamiento
con producto marcado con marcador y ensayos de actividad proteolitica.

Los polipéptidos sHASEGP pueden aislarse y purificarse mediante métodos convencionales conocidos en la téc-
nica (a partir de fuentes naturales o células hospedadoras recombinantes que expresen los complejos o proteinas),
incluyendo, pero sin limitacién, cromatografia en columna (por ejemplo, intercambio i6nico, afinidad, exclusién en
gel, fase inversa a alta presién y liquida rdpida de proteinas), centrifugacién diferencial, solubilidad diferencial o por
cualquier otra técnica convencional usada para purificacion de proteinas.

En una realizacién, puede purificarse una SHASEGP hasta la homogeneicidad a partir de los medios acondiciona-
dos definidos quimicamente de células de DG44 transfectadas con HZ24 y amplificadas con metotrexato mediante 1)
diafiltracion de flujo tangencial, 2) unién y elucién a partir de cromatografia de intercambio aniénico, 3) cromatografia
de flujo a través de fenilsefarosa, 4) unién y elucién a partir de cromatografia de fenilboronato y 4) unién y elucién
con cromatografia de hidroxiaptatia.

Pueden evaluarse las propiedades funcionales usando cualquier ensayo adecuado conocido en la técnica.
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Como alternativa, una vez que se identifica un polipéptido SHASEGP o su dominio o derivado, la secuencia de
aminodcidos de la proteina puede deducirse a partir de la secuencia de nucleétidos del gen que la codifica. Como
resultado, la proteina o su dominio o derivado pueden sintetizarse mediante métodos quimicos convencionales cono-
cidos en la técnica (por ejemplo, véase Hunkapiller et al, Nature 310: 105-111 (1984)), seguido de glicosilacién in
vitro.

Pueden realizarse manipulaciones de secuencias de polipéptidos SHASEGP a nivel de proteina. También se con-
templan en este documento proteinas polipeptidicas sHASEGP, dominios de las mismas, derivados o andlogos o frag-
mentos de las mismas, que se modifican de forma diferencial durante o después de la traduccién, por ejemplo, mediante
glicosilacién, acetilacion, fosforilacién, amidacion, pegilacion, derivatizaciéon mediante grupos protectores/de bloqueo
conocidos, escision proteolitica, enlace con una molécula de anticuerpo u otro ligando celular.

Puede realizarse cualquiera de numerosas modificaciones quimicas mediante técnicas conocidas, incluyendo, pero
sin limitacidn, escisién quimica especifica por bromuro de ciandgeno, tripsina, quimiotripsina, papaina, V8, NABH4,
acetilacion, formilacion, oxidacidn, reduccidn, sintesis metabdlica en presencia de tunicamicina y otros agentes de
este tipo.

Ademds, pueden sintetizarse quimicamente dominios, andlogos y derivados de un polipéptido sHASEGP. Por
ejemplo, puede sintetizarse un péptido que se corresponde con una porcién de un polipéptido SHASEGP que incluye
el dominio deseado o que media la actividad deseada in vitro mediante el uso de un sintetizador de péptidos.

Ademds, si se desea, pueden introducirse aminodcidos no cldsicos o andlogos de aminoacidos quimicos como
sustitucion o adicién en la secuencia de polipéptido sHASEGP. Los aminoacidos no clasicos incluyen, pero sin li-
mitacion, los D-isdmeros de los aminodcidos comunes, dcido @-aminoisobutirico, dcido 4-aminobutirico, Abu, acido
2-aminobutirico, E-ABU, e-Ahx, dcido 6-aminohexanoico, Aib, dcido 2-aminoisobutirico, dcido 3-aminopropidnico,
ornitina, norleucina, norvalina, hidroxiprolina, sarcosina, citrulina, dcido cisteico, t-butilglicina, t-butilalanina, fenil-
glicina, ciclohexilalanina, S-alanina, fluoroaminoacidos, aminodcidos de disefio tales como S-metil-aminodacidos, ca-
metil-aminodcidos, na-metil-aminodcidos y andlogos de aminodcidos en general. Ademads, el aminodcido puede ser d
(dextrorrotatorio) o 1 (Ievorrotatorio).

En los casos en los que se sospecha que los productos naturales son mutantes o se aislan de nuevas especies, la
secuencia de aminodcidos del polipéptido SHASEGP aislado de la fuente natural, asi como los expresados in vitro o a
partir de vectores de expresion sintetizados in vivo o in vitro puede determinarse a partir del andlisis de la secuencia
de ADN o, como alternativa, mediante secuenciacion directa de la proteina aislada. Dicho anélisis puede realizarse
mediante secuenciacién manual o por uso de un secuenciador de aminodcidos automatico.

Modificaciones- Se contemplan en este documento una diversidad de modificaciones de los polipéptidos y domi-
nios de SHASEGP. Una molécula de acido nucleico codificante de SHASEGP puede modificarse por cualquiera de
numerosas estrategias conocidas en la técnica (Sambrook et al. (1990), Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2°
ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York). Las secuencias pueden escindirse en sitios
apropiados con endonucleasas de restriccion, seguido de modificacién enzimdtica adicional si desea, aislarse y ligarse
in vitro. En la produccién del gen que codifica un dominio, derivado o andlogo de sHASEGP, debe tenerse cuidado
para asegurar que el gen modificado conserva la fase de lectura de traduccién original, no interrumpida por sefiales de
terminacion de la traduccion, en la regidn génica en la que esté codificada la actividad deseada.

Ademds, las moléculas de 4cido nucleico que codifican sHASEGP pueden mutarse in vitro o in vivo para generar
y/o destruir las secuencias de traduccién, inicio y/o terminacién o para generar variaciones en regiones codificantes
y/o formar nuevos sitios de endonucleasas de restriccion o destruir los preexistentes, para facilitar una modificacién in
vitro adicional. Ademds, como se describe en este documento se contemplan muteinas con alteraciones de secuencia
primaria tales como sustituciones de restos Cys y eliminacién o adicién de sitios de glicosilacion; la sHASEGP de la
SEC ID N°: 1 tiene siete sitios de glicosilacién potenciales. Dichas mutaciones pueden efectuarse mediante cualquier
estrategia para mutagénesis conocida en la técnica incluyendo, pero sin limitacién, mutagénesis quimica y mutagénesis
dirigida in vitro (Hutchinson et al., J. Biol. Chem. 253: 6551-6558 (1978)), uso de enlazadores TABE (Pharmacia).
En una realizacién, por ejemplo, un polipéptido sHASEGP o dominio del mismo se modifica para que incluya un
marcador fluorescente. En otras realizaciones especificas, el polipéptido sHASEGP estd modificado para tener un
reactivo heterobifuncional, y dichos reactivos heterobifuncionales pueden usarse para entrecruzar los miembros del
complejo.

Ademads, pueden sintetizarse quimicamente dominios, andlogos y derivados de una sHASEGP. Por ejemplo, puede
sintetizarse in vitro un péptido correspondiente a una porcién de una SHASEGP que incluye el dominio deseado o que
media la actividad deseada mediante el uso de un sintetizador de péptidos. Ademds, si se desea, pueden introducir-
se aminodcidos no cldsicos o andlogos quimicos de aminodcidos como una sustitucién o adicién en la secuencia de
SHASEGP. Los aminoacidos no clésicos incluyen, pero sin limitacién, los D-isémeros de los aminodcidos comunes,
acido a-aminoisobutirico, 4cido 4-aminobutirico, Abu, d4cido 2-aminobutirico, S-ABU, e-Ahx, dcido 6-aminohexanoi-
co, Aib, 4cido 2-aminoisobutirico, dcido 3-aminopropidnico, ornitina, norleucina, norvalina, hidroxiprolina, sarcosi-
na, citrulina, 4cido cisteico, t-butilglicina, t-butilalanina, fenilglicina, ciclohexilalanina, S-alanina, fluoroaminoacidos,
aminodcidos de disefio tales como ti-metil-aminodcidos, ca-metil-aminoécidos, na-metil-aminodcidos y andlogos de
aminodcidos en general. Ademads, el aminoacido puede ser d (dextrorrotatorio) o 1 (levorrotatorio).
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F. Generacion de una sHASEGP glicosilada funcionalmente activa con restos de aziicares ligados a N

Es necesaria sHASEGP humana N-glicosilada apropiadamente para generar una proteina estable cataliticamente.
Puede conseguirse la glicosilacién ligada a N de sHASEGP mediante diversas técnicas. La glicosilacién de sSHASEGP
puede conseguirse introduciendo 4cidos nucleicos que codifican sSHASEGP en células de origen eucariota capaces de
una glicosilacion ligada a N apropiada o, como alternativa, por contacto del polipéptido sHASEGP con extractos sin
células o enzimas purificadas capaces de introducir los restos de aztcares ligados a N deseados.

Seleccion de un sistema de expresion

Los sistemas de expresion de células eucariotas varian en el grado y tipo de glicosilacién que introducen en un
polipéptido expresado de forma ectdpica. Las células CHO son, por ejemplo, altamente eficaces para la introduccién
de glicosilacién ligada a N en un polipéptido sHASEGP activo.

Los sistemas de expresion eucariotas adicionales que introducen glicosilacion ligada a N para generar un producto
de sHASEGP funcional por introduccién de un pldsmido de expresiéon de SHASEGP humana en dichas células y ensa-
yo para determinar la actividad a pH neutro. Puede determinarse la glicosilacién ligada a N apropiada por medio de un
andlisis FACE de oligosacdridos liberados por PNGASA. Se proporcionan adicionalmente en este documento perfiles
de glicosilacién de SHASEGP cataliticamente activas. La verificacion de la glicosilacion también puede realizarse me-
diante el tratamiento de SHASEGP de dichas células con PNGASA-F o por cultivo de dichas células en tunicamicina,
seguido de introduccion de 4cidos nucleicos codificantes de SHASEGP.

N-glicosilacién de polipéptido SHASEGP in vitro. El polipéptido sHASEGP puede N-glicosilarse por contacto de
un polipéptido SHASEGP con extractos sin células que contienen una actividad capaz de transferir azicares ligados
a N a polipéptido sHASEGP, tales como membranas microsomales caninas o a través de transcripcion y traduccién
acopladas, como esta disponible en el mercado (Promega Madison WI).

Se considera que los oligosacaridos tienen un extremo reductor y un extremo no reductor, independientemente de
que el sacdrido en el extremo reductor sea de hecho un azicar reductor. De acuerdo con la nomenclatura aceptada,
los oligosacaridos se representan en este documento con el extremo no reductor a la izquierda y el extremo reductor
a la derecha. Todos los oligosacdridos descritos en este documento se describen con el nombre o abreviatura para el
sacdrido no reductor (por ejemplo, Gal), seguido de la configuracién del enlace glicosidico (alfa o beta), el enlace
de anillo, la posicién de anillo del sacarido reductor implicado en el enlace y, después, el nombre o abreviatura del
sacarido reductor (por ejemplo, GlcNAc). El enlace entre dos aziicares puede expresarse, por ejemplo, como 2,3, 2—3
6 (2,3). Cada sacdrido es una piranosa.

Como se usa en este documento, el resto azicar ligado a N se refiere a un oligosacaridos unido a una sHASEGP
mediante el nitr6geno amida de restos Asn. Los oligosacdridos ligados a N se incluyen en varios tipos principales
(de oligomanosa, complejos, hibridos, sulfatados), teniendo todos nicleos de 3-GlcNac-GlcNAc (Man) unidos por
medio del nitrégeno amida de restos Asn que se incluyen en secuencias -Asn-Xaa-Thr/Ser- (en las que Xaa no es
Pro). Los sitios ligados a N se asignan con frecuencia indirectamente por la aparicién de un ciclo “en blanco” durante
la secuenciacion. Puede realizarse una identificacion positiva después de la liberacion del oligosacarido por PNGasa
F, que convierte la Asn glicosilada en Asp. Después de la liberacién por PNGasa F, los oligosacaridos ligados a N
pueden purificarse usando cromatografia Bio-Gel P-6, sometiéndose la combinacion de oligosacéridos a cromatografia
preparativa de intercambio aniénico a pH elevado (HPAEC) (Townsend et al., (1989) Anal. Biochem. 182, 1-8). Se
pueden resolver ciertos isémeros de oligosacdridos usando HPAEC. Los restos fucosa desplazardn las posiciones
de elucién antes en el cromatograma de HPAEC, mientras que los restos dcido sidlico adicionales aumentardn el
tiempo de retencidn. El tratamiento simultdneo de glicoproteinas cuyas estructuras de oligosacaridos se conocen (por
ejemplo, fetuina bovina, glicoproteina 4acida a-1, ovoalbumina, ARNasa B, transferrina) puede facilitar la asignacién
de los picos de oligosacaridos. Los oligosacaridos recogidos pueden caracterizarse por una combinacién de andlisis
de composicién y de enlaces por metilacion (Waeghe et. al; (1983), Carbohydr Res. 123, 281-304), asignandose las
configuraciones anoméricas mediante espectroscopia de RMN (Van Halbeek (1993) en Methods Enzymol 230).

Como alternativa, pueden identificarse oligosacaridos mediante electroforesis de carbohidratos asistida por fluo-
rescencia (FACE) Callewaert et al. (2001) Glycobiology 11, 275-281.

G. Deteccion y caracterizacion de restos de aziicares ligados a N en sHASEGP

La determinacién de si una proteina estd de hecho glicosilada es la etapa inicial en el andlisis de glicanos de
glicoproteinas. La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) se ha
convertido en el método de eleccién como la etapa final antes de la secuenciacién de proteinas. Las proteinas glico-
siladas migran con frecuencia como bandas difusas mediante SDS-PAGE. Una disminucién marcada en el ancho de
banda y un cambio en la posicién de migracion después del tratamiento con péptido-N4-(N-acetil-D-glucosaminil)
asparagina amidasa (PNGasa F) se considera diagnéstico de glicosilacion ligado a N. Si los otros tipos de glicosi-
lacién son predominantes deben usarse otras estrategias. Los métodos de transferencia de lectina proporcionan una
estrategia que es independiente de la clase de glicosilacién (N frente a O). Las lectinas, proteinas de unién a carbo-
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hidratos de diversos tejidos vegetales, tienen tanto una alta afinidad como una estrecha especificidad por un amplio
intervalo de epitopos de aziicares definidos que se encuentran en glicanos de glicoproteinas (Cummings, R. D. (1994)
Methods in Enzymol. 230, 66-86). Cuando se conjugan con biotina o digoxigenina, pueden identificarse facilmente
sobre transferencias de membrana a través de una reaccidn colorimétrica que utiliza avidina o anticuerpos anti-digo-
xigenina conjugados con fosfatasa alcalina (Haselbeck, et al. (1993) Methods in Mol. Biol. 141, 161-173), andloga
a las reacciones de anticuerpo secundario-fosfatasa alcalina empleadas en transferencias de Western. La exploracién
con un panel de lectinas con una especificidad bien definida puede proporcionar una informacion considerable acerca
del complemento de carbohidratos de una glicoproteina. De forma importante, la amplificacién del desarrollo de co-
lor es lo bastante alta para que puedan observarse facilmente 10-50 ng de una glicoproteina en una transferencia de
membrana de un SDS-PAGE. Aunque las lectinas presentan una afinidad muy elevada por sus ligandos afines, algunas
ponen de manifiesto una avidez significativa por epitopos estructuralmente relacionados. Por lo tanto, es importante
seflalar cuidadosamente la posibilidad de reactividad cruzada cuando se selecciona un panel de lectinas y aplicar las
que tengan la mayor probabilidad de diferenciar individualmente glicanos ligados a N complejos, hibridos y ricos en
manosa de estructuras ligadas a O.

También puede usarse el andlisis de monosacdridos para determinar si la SHASEGP est4 glicosilada y, como en el
caso del andlisis de lectina, proporciona informacién adicional sobre caracteristicas estructurales. El andlisis cuanti-
tativo de la composicién de monosacaridos i) identifica proteinas glicosiladas, ii) proporciona la proporcién molar de
azicares individuales respecto a proteina, iii) sugiere, en algunos casos, la presencia de clases de oligosacdridos, iv)
es la primera etapa en el disefio de una estrategia de elucidacién estructural y v) proporciona una medida de la con-
sistencia de produccion para compuestos terapéuticos de glicoproteina recombinante. En los tltimos afios se ha usado
ampliamente la cromatografia de intercambio aniénico a alto pH con deteccién amperométrica pulsada (HPAEC-PAD)
para determinar la composicién de monosacdridos (Townsend, et al. (1995) en Carbohydrate Analysis: High-perfor-
mance liquid chromatography and capillary electrophoresis (Z. E1 Rassi ed.) pidgs. 181-209). Mds recientemente, se
han introducido métodos de marcaje basados en fluor6foros y muchos estdn disponibles en forma de kit. Una ventaja
diferente de los métodos fluorescentes es un aumento en la sensibilidad (50 veces). Una desventaja potencial es que
diferentes monosacaridos pueden demostrar diferente selectividad por el fluor6foro durante la reaccién de acoplamien-
to, en el hidrolizado o en la mezcla patrén externa. Sin embargo, el aumento en la sensibilidad y la capacidad para
identificar qué monosacaridos estdn presentes a partir de una pequefia porcion de la cantidad total de glicoproteina
disponible, asi como el potencial de una mayor sensibilidad usando fluorescencia inducida por laser hace que esta
estrategia sea atractiva.

El andlisis de la composicién de monosacaridos de pequefias cantidades de sHASEGP se realiza mejor sobre
membranas de PVDF (PSQ) después de electrotransferencia (Weitzhandler et al, (1993) J. Biol. Chem. 268, 5121-
5130) o si se van a analizar alicuotas mas pequefias sobre transferencias puntuales. El PVDF es una matriz ideal para
analisis de carbohidratos puesto que ni los mono- ni los oligosacéridos se unen a la membrana, una vez liberados por
hidrdlisis 4cida o enzimética.

El andlisis de FACE es un medio eficaz para detectar perfiles de glicosilacion de SHASEGP. La generacion de
perfiles de oligosacdridos ligados a N FACE® (Prozyme) con geles de oligosacdridos al 30% es un mecanismo de este
tipo. Los oligosacdridos escindidos a partir de 100 ug de glicoproteinas por digestion enzimdtica con N-Glicanasa
(también conocida como PNGasa), marcados usando el fluoréforo ANTS y separados por electroforesis pueden usarse
para la deteccion de perfiles de glicosilacién de SHASEGP. Las posiciones relativas de las bandas oligosacdridas se
determinan por procesamiento de la muestra y diluciones de la muestra al lado de una escalera patrén de oligosacaridos
que designaba la distancia de migracién en unidades de Grado de Polimerizacién (DP).

H. Métodos de exploracion para identificar compuestos que modulan la actividad de sHASEGP

Se ejemplifican varios tipos de ensayos y se describen en este documento. Se entiende que los dominios hialuro-
nidasa pueden usarse en otros ensayos. Se muestra en este documento, sin embargo, que los dominios hialuronidasa
presentan actividad catalitica.

Como tales son ideales para ensayos de exploracién in vitro.
También pueden usarse en ensayos de union.

Los zimégenos de longitud completa de SHASEGP, enzimas activadas y dominios hialuronidasa se contemplan pa-
ra uso en cualquier ensayo de exploracién conocido por los especialistas en la técnica, incluyendo los proporcionados
en este documento. Por lo tanto, la siguiente descripcidn, si se refiere a ensayos de hialuronidasa, pretende aplicarse
al uso de un dominio hialuronidasa de cadena sencilla o una porcién cataliticamente activa del mismo de cualquier
hialuronidasa, incluyendo una sHASEGP. Se proporcionan en este documento otros ensayos tales como ensayos de
unidn, particularmente para el uso con una SHASEGP, incluyendo cualquier variante, tal como variantes de corte y
empalme de la misma.

1. Ensayos cataliticos para identificacién de agentes que modulan la actividad hialuronidasa de una proteina sHA-
SEGP. Se proporcionan en este documento métodos para identificar un modulador de la actividad catalitica de una
sHASEGP, particularmente un dominio hialuronidasa de cadena sencilla o porcidn cataliticamente activa del mismo.
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Los métodos pueden ponerse en practica por: contacto de la sHASEGP, un zimégeno de longitud completa o forma
activada y, particularmente, un dominio de cadena sencilla de la misma con un sustrato de la SHASEGP en presencia
de una sustancia de ensayo y deteccién de la proteolisis del sustrato, por la que se evalia la actividad de la sHASEGP,
y comparacién de la actividad con un control. Por ejemplo, un control puede ser la actividad de 1a sSHASEGP evaluada
por contacto de una SHASEGP, incluyendo un zim6geno de longitud completa o forma activada y, particularmente,
un dominio de cadena sencilla de la misma, particularmente un dominio de cadena sencilla de la misma, con un sus-
trato de la SHASEGP y deteccién de la proteolisis del sustrato, por lo que se evalda la actividad de 1a sHASEGP. Los
resultados en presencia y ausencia de los compuestos de ensayo se compararan. Una diferencia en la actividad indica
que la sustancia de ensayo modula la actividad de 1a sHASEGP. También se contemplan activadores de la escision de
activacion de sHASEGP; dichos ensayos se analizan a continuacion.

En una realizacién, se exploran simultdneamente una pluralidad de sustancias de ensayo en el método de explo-
racion anterior. En otra realizacion, la SHASEGP se aisla de una célula diana como medio para identificar después
agentes que sean potencialmente especificos para la célula diana.

En otra realizacién, una sustancia de ensayo es un compuesto terapéutico, y por la que una diferencia de la acti-
vidad de sHASEGP medida en presencia y ausencia de la sustancia de ensayo indica que la célula diana responde al
compuesto terapéutico.

Un método incluye las etapas de (a) poner en contacto el polipéptido sHASEGP o dominio hialuronidasa del mismo
con uno o una pluralidad de compuestos de ensayo en condiciones que conducen a la interaccién entre el ligando y los
compuestos; y (b) identificar uno o mas compuestos en la pluralidad que se unan especificamente al ligando.

Otro método proporcionado en este documento incluye las etapas de a) poner en contacto un polipéptido sHASEGP
0 dominio hialuronidasa del mismo con un sustrato del polipéptido sHASEGP y detectar la degradacién de sustrato,
por la que se evalda la actividad del polipéptido sHASEGP; b) poner en contacto el polipéptido sHASEGP con un
sustrato del polipéptido sHASEGP en presencia de una sustancia de ensayo y detectar la degradacién del sustrato, por
la que se evalda la actividad del polipéptido sHASEGP; y c) comparar la actividad del polipéptido sHASEGP evaluado
en las etapas a) y b), por lo que si la actividad medida en la etapa a) difiere de la actividad medida en la etapa b) indica
que la sustancia de ensayo modula la actividad del polipéptido sHASEGP.

En otra realizacion, se explora simultdneamente una pluralidad de las sustancias de ensayo. Al comparar la activi-
dad de un polipéptido sHASEGP en presencia y ausencia de una sustancia de ensayo para evaluar si la sustancia de
ensayo es un modulador del polipéptido sHASEGP, no es necesario evaluar la actividad en paralelo, aunque dicha me-
dicién en paralelo es tipica. Es posible medir la actividad del polipéptido sHASEGP en un punto temporal y comparar
la actividad medida con un valor histdrico de la actividad del polipéptido sHASEGP.

Por ejemplo, se puede medir la actividad del polipéptido sHASEGP en presencia de una sustancia de ensayo y
compararla con un valor histérico de la actividad del polipéptido SHASEGP medida previamente en ausencia de la
sustancia de ensayo y viceversa. Esto puede conseguirse, por ejemplo, proporcionando la actividad del polipéptido
SHASEGP en un prospecto o folleto proporcionado con un kit para realizar el ensayo.

Se describen métodos para seleccionar sustratos para una sHASEGP particular en los Ejemplos y se ejemplifican
ensayos de hialuronidasa particulares.

Se proporcionan combinaciones y kits que contienen las combinaciones que incluyen opcionalmente instrucciones
para realizar los ensayos. Las combinaciones incluyen un polipéptido sHASEGP y un sustrato del polipéptido sHA-
SEGP que se ensayard; y, opcionalmente, reactivos para detectar la protedlisis del sustrato. Los sustratos, que pueden
ser moléculas cromogénicas o fluorogénicas incluyendo glicosaminoglicanos sujetos a proteolisis por un polipéptido
sHASEGP particular, pueden identificarse empiricamente por ensayo de la capacidad del polipéptido sHASEGP para
escindir el sustrato de ensayo. Se identifican los sustratos que se escinden mds eficazmente, es decir, a las menores
concentraciones y/o a mayor velocidad o en condiciones deseables.

En este documento se proporciona adicionalmente un kit que contiene la combinacién descrita anteriormente. El
kit incluye opcionalmente instrucciones para identificar un modulador de la actividad de un polipéptido sHASEGP.
Cualquier polipéptido sSHASEGP se contempla como diana para identificar moduladores de la actividad del mismo.

2. Ensayos de unién. También se proporcionan en este documento métodos para la identificacion y aislamiento de
agentes, particularmente compuestos que se unen a SHASEGP. Los ensayos estdn disefiados para identificar agentes
que se unen al dominio hialuronidasa aislado (o una proteina, distinta de un polipéptido sHASEGP, que contiene el
dominio hialuronidasa de un polipéptido sHASEGP) y a la forma activada, incluyendo la forma activada derivada del
zimégeno de longitud completa o de un dominio hialuronidasa extendido. Los compuestos identificados son candidatos
o compuestos candidato para la identificacion de compuestos para tratamientos de trastornos y enfermedades que
implican una actividad hialuronidasa aberrante. Los polipéptidos SHASEGP usados en los métodos incluyen cualquier
polipéptido sHASEGP como se ha definido en este documento, incluyendo el dominio hialuronidasa de cadena sencilla
de sHASEGP o una porcién proteoliticamente activa del mismo.
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Se proporcionan en este documento una diversidad de métodos. Estos métodos pueden realizarse en reacciones en
solucién o en fase sélida en las que el polipéptido o polipéptidos SHASEGP o dominio o dominios hialuronidasa de
los mismos se unen directamente o indirectamente mediante un enlazador a un soporte sélido. Se describen ensayos
de exploracién en los Ejemplos y estos ensayos se han usado para identificar compuestos candidatos.

Para los fines de este documento, se proporcionan todos los ensayos de unidén descritos anteriormente para
sHASEGP.

Se proporcionan en este documento métodos para identificar un agente, tal como un compuesto, que se une especi-
ficamente a un dominio hialuronidasa de cadena sencilla de sHASEGP, una sHASEGP activada de longitud completa
o un dominio hialuronidasa de doble cadena de la misma. El método puede realizarse mediante (a) contacto de la
SHASEGP con uno o una pluralidad de agentes de ensayo en condiciones que conducen a la unién entre la
sHASEGP y un agente; y (b) identificacién de uno o més agentes dentro de la pluralidad que se una especificamente
ala sHASEGP.

Por ejemplo, en la realizacién de dichos métodos el polipéptido sHASEGP se mezcla con un compafiero de unién
potencial o un extracto o fraccién de una célula en condiciones que permitan la asociacién de compafieros de unién
potenciales con el polipéptido. Después de mezclar, los péptidos, polipéptidos, proteinas u otras moléculas que se
han asociado con una SHASEGP se separan de la mezcla. El compafiero de unién que se une a la SsHASEGP puede
retirarse después y analizarse adicionalmente. Para identificar y aislar un compafiero de unién, puede usarse la proteina
completa, por ejemplo, la proteina completa descrita de la SEC ID N°: 1. Como alternativa, puede usarse un fragmento
de la proteina.

Pueden usarse una diversidad de métodos para obtener extractos celulares o fluidos corporales tales como sangre,
suero, orina, sudor, liquido sinovial, LCR y otros fluidos de este tipo.

Por ejemplo, pueden romperse células usando métodos de ruptura fisica o quimica. Los Ejemplos de métodos de
ruptura fisica, incluyen, pero sin limitacion, sonicacion y ruptura mecdnica. Los Ejemplos de métodos de lisis quimica
incluyen, pero sin limitacidn, lisis con detergente y lisis enzimatica. Un especialista puede adaptar facilmente métodos
para preparar extractos celulares para obtener extractos para el uso en los presentes métodos.

Una vez que se prepara un extracto de una célula, el extracto se mezcla con la sSHASEGP en condiciones en las que
pueda suceder la asociacién de la proteina con el compafiero de unién. Pueden usarse una diversidad de condiciones,
incluyendo condiciones que se parezcan a las condiciones que se encuentran en el citoplasma de una célula humana o
en un fluido corporal, tal como la sangre. Las caracteristicas tales como osmolaridad, pH, temperatura y la concentra-
cion de extracto celular usado pueden variarse para optimizar la asociacién de la proteina con el compaiiero de unién.
De forma similar, se conocen métodos para el aislamiento de moléculas de interés a partir de fluidos corporales.

Después de la mezcla en condiciones apropiadas, el complejo unido se separa de la mezcla. Pueden usarse una
diversidad de técnicas para separar la mezcla. Por ejemplo pueden usarse anticuerpos especificos para una sHASEGP
para inmunoprecipitar el complejo de compaiiero de unién. Como alternativa, pueden usarse técnicas de separacion
quimica convencionales tales como cromatografia y centrifugacién de densidad/sedimentacién.

Después de eliminar los constituyentes celulares no asociados en el extracto, el compafiero de unién puede di-
sociarse del complejo usando métodos convencionales. Por ejemplo, puede conseguirse la disociacién alterando la
concentracion salina o el pH de la mezcla.

Para ayudar a separar las parejas de compafieros de unién asociados del extracto mixto, las SHASEGP pueden in-
movilizarse en un soporte s6lido, Por ejemplo, la proteina puede unirse a una matriz de nitrocelulosa o perlas acrilicas.
La unién de la proteina o un fragmento de la misma a un soporte sélido ayuda a separar parejas de péptido/compaiiero
de unién de otros constituyentes que se encuentran en el extracto. Los compafieros de unién identificados pueden ser
una sola proteina o un complejo compuesto por dos o mds proteinas.

Como alternativa, las moléculas de 4cido nucleico que codifican las hialuronidasas de cadena sencilla pueden
usarse en un sistema de doble hibrido de levadura. El sistema de doble de hibrido de levadura se ha usado para
identificar otros pares de proteina-companero y pueden adaptarse facilmente para emplear las moléculas de acido
nucleico descritas en este documento.

Otro ensayo de unién in vitro, particularmente para una SHASEGP, usa una mezcla de un polipéptido que contiene
al menos el dominio catalitico de una de estas proteinas y una o mds dianas de unién candidatas o sustratos. Después
de incubar la mezcla en condiciones apropiadas, se evaltia la capacidad de la sHASEGP o un fragmento polipeptidico
de la misma que contiene el dominio catalitico para unirse a o interaccionar con el sustrato candidato. Para ensayos
de unién sin células, uno de los componentes incluye o se acopla a un marcador detectable. El marcador puede
proporcionar una deteccion directa, tal como radiactividad, luminiscencia, densidad 6ptica o de electrones, etc. o una
deteccién indirecta tal como un marcador epitdpico, una enzima, etc. Pueden emplearse una diversidad de métodos
para detectar el marcador dependiendo de la naturaleza del marcador y de otros componentes de ensayo. Por ejemplo,
el marcador puede detectarse unido al sustrato sélido, o a una porcién del complejo unido que contiene al marcador
puede separarse del sustrato sélido y después de eso detectarse el marcador.
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3. La deteccién de sHASEGP de transduccién de sefiales, que es una proteina anclada a membrana, puede estar
implicada directa o indirectamente en la transduccién de sefiales directamente como receptor de superficie celular o
indirectamente por proteinas de activacion, tales como factores procrecimiento que pueden iniciar la transduccién de
sefales.

Ademds, la SHASEGP secretada, tal como el dominio soluble de SHASEGP que se describe en la SEC ID N
4, puede estar implicada en la transduccién de sefiales directamente por unidn a o interaccién con un receptor de
superficie celular o indirectamente por activacion de proteinas, tales como factores procrecimiento que pueden iniciar
la transduccién de sefales. Los especialistas en la técnica conocen bien ensayos para evaluar la transduccién de sefiales
y pueden adaptarse para el uso con el polipéptido sHASEGP.

Se proporcionan ensayos para identificar agentes que afectan o alteran la transduccion de sefiales mediada directa
o indirectamente, tal como por activacién de un factor procrecimiento mediante una SHASEGP, particularmente de
longitud completa o una porcién suficiente para anclarse al dominio extracelular o una porcién funcional del mismo
de una SHASEGP en la superficie de una célula. Dichos ensayos incluyen, por ejemplo, ensayados basados en trans-
cripcién en los que la modulacién de una sefial transducida se evalda por deteccion de un efecto sobre la expresion de
un gen indicador (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.436.128).

4. Métodos para Identificar Agentes que Modulen la Expresién de un Acido Nucleico que codifica una sHASEGP.
Otra realizacion proporciona métodos para identificar agentes que modulan la expresién de un 4cido nucleico que
codifica una sSHASEGP. Dichos ensayos usan cualquier medio disponible de control para cambios en el nivel de
expresion de los dcidos nucleicos que codifican una SHASEGP.

Pueden usarse formatos de ensayo para controlar la capacidad del agente para modular la expresién de un 4cido
nucleico que codifica una sHASEGP. Por ejemplo, puede controlarse la expresion de ARNm directamente por hibri-
dacién con los dcidos nucleicos. Ademds pueden usarse ensayos enzimaticos como los descritos para detectar agentes
que modulen la expresién de sHASEGP.

Se exponen lineas celulares al agente a ensayar en condiciones y durante un tiempo apropiado y se aisla el ARN
total o ARNm mediante procedimientos convencionales (véase, por ejemplo, Sambrook et al (1989) MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2* Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press). Pueden prepararse sondas
para detectar diferencias en los niveles de expresion de ARN entre células expuestas al agente y células de control
a partir de los dcidos nucleicos. Es tipico, pero no necesario, disefiar sondas que hibriden sélo con 4cidos nucleicos
diana en condiciones de alta rigurosidad. Sé6lo se forman hibridos de 4cidos nucleicos altamente complementarios en
condiciones de alta rigurosidad. Por lo consiguiente, la rigurosidad de las condiciones de ensayo determina la cantidad
de complementariedad que deberia existir entre dos cadenas de acido nucleico para formar un hibrido. La rigurosidad
deberia seleccionarse para maximizar la diferencia en la estabilidad entre el hibrido de sonda:diana y los hibridos de
sonda:no diana potenciales.

Por ejemplo, pueden expresarse fragmentos N- y C-terminales de la sHASEGP en bacterias y usarse para buscar
protefnas que se unan a estos fragmentos. Pueden prepararse proteinas de fusion, tales como fusién de marcador His
0o GST con las regiones N- o C-terminales de la SHASEGP para su uso como sustrato. Estas proteinas de fusién
pueden acoplarse a, por ejemplo, perlas de Glutation-Sefarosa y después sondarse con lisados celulares o fluidos
corporales. Antes de la lisis, las células o fluidos corporales pueden tratarse con un agente candidato que puede
modular una SHASEGP o proteinas que interaccionan con dominios sobre la misma. La unién de proteinas de lisado
a las proteinas de fusién puede resolverse mediante SDS-PAGE, aislarse e identificarse mediante secuenciacién de
proteinas o espectroscopia de masas, como se conoce en la técnica.

Se preparan sondas de anticuerpos por inmunizacién de hospedadores mamiferos adecuados en protocolos de
inmunizacién apropiados, usando los péptidos, polipéptidos o proteinas si son de una longitud suficiente (por ejemplo,
de4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40 o mas aminoécidos consecutivos) del polipéptido sHASEGP
0 si se requiere para aumentar la inmunogenecidad, conjugados con vehiculos adecuados. Se conocen bien en la
técnica métodos para preparar conjugados inmunogénicos con vehiculos, tales como albimina sérica bovina (BSA),
hemocianina de lapa californiana (KLH) u otras proteinas de vehiculo. En algunas circunstancias, puede ser eficaz una
conjugacion directa usando, por ejemplo, reactivos de carbodiimida; en otros casos pueden ser deseables reactivos de
enlace tales como los suministrados por Pierce Chemical Co., Rockford, IL para proporcionar accesibilidad al hapteno.
Los péptidos haptenos pueden prolongarse en el extremo amino- o carboxi terminal con un resto Cys o intercalarse
con restos cisteina, por ejemplo, para facilitar 1a unién a un vehiculo.

La administracién de los inmundgenos se realiza generalmente por inyeccién a lo largo de un periodo de tiempo
adecuado y con el uso de adyuvantes adecuados, como se entiende generalmente en la técnica. Durante el programa
de inmunizacidn, se toman los titulos de anticuerpos para determinar la capacidad de formacién de anticuerpos.

Pueden generarse anticuerpos anti-péptido usando péptidos sintéticos que se corresponden, por ejemplo, con los
aminodcidos carboxi terminales de la sHASEGP.
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Los péptidos sintéticos pueden ser tan pequefios como de 1-3 aminoécidos de longitud, generalmente de al menos
4 o mds restos aminoacidicos de longitud. Los péptidos pueden acoplarse a KLLH usando métodos convencionales
y pueden usarse para inmunizar animales, tales como conejos o ungulados. Después pueden purificarse anticuerpos
policlonales, por ejemplo, usando perlas de Actigel que contienen el péptido unido covalentemente.

Aunque los antisueros policlonales producidos de este modo pueden ser satisfactorios para algunas aplicaciones,
para composiciones farmacéuticas se usa generalmente el uso de preparaciones monoclonales. Pueden prepararse
lineas celulares inmortalizadas que secreten los anticuerpos monoclonales deseados usando el método convencional de
Kohler et al., (Nature 256: 495-7 (1975)) o modificaciones que logren la inmortalizacién de linfocitos o esplenocitos,
como se conocen en general. Las lineas celulares inmortalizadas que secretan los anticuerpos deseados se exploran
mediante un inmunoensayo en el que el antigeno es el hapteno peptidico, polipéptido o proteina.

Cuando se identifica el cultivo apropiado de células inmortalizadas que secretan el anticuerpo deseado, las células
pueden cultivarse in vitro o por produccion in vivo mediante liquido ascitico. Son de interés particular anticuerpos
monoclonales que reconocen el dominio catalitico o el sitio (regién) de escision de activacion de una SHASEGP.

También pueden producirse los anticuerpos o fragmentos. También pueden producirse regiones que se unen espe-
cificamente a las regiones deseadas del receptor en el contexto de quimeras con origen de multiples especies.

Los agentes que se ensayan en el método anterior pueden seleccionarse aleatoriamente o seleccionarse o disefiarse
de forma racional.

Los agentes pueden ser, como ejemplos, péptidos, moléculas pequefias y carbohidratos. Un especialista puede
reconocer facilmente que no existen limites en lo que se refiere a la naturaleza estructural de los agentes.

Los agentes peptidicos pueden prepararse usando métodos de sintesis de péptidos en fase sdlida (o en fase de solu-
cién) convencionales, como se conocen en la técnica. Ademas, el ADN que codifica estos péptidos puede sintetizarse
usando instrumentacién de sintesis de oligonucleétidos disponible en el mercado y producirse de forma recombinante
usando sistemas de produccién recombinante convencionales. La produccién usando sintesis de péptidos en fase s6lida
es necesaria si se van a incluir aminoécidos no codificados por genes.

1. Métodos de tratamiento

Se usan sHASEGP identificadas por los métodos de este documento para tratar o prevenir acumulaciones anor-
males de sustratos de SHASEGP en un animal, particularmente un mamifero, incluyendo un ser humano. En una
realizacion, el método incluye administrar a un mamifero una cantidad eficaz de una glicoproteina SHASEGP, por lo
que la enfermedad o trastorno se trata o se previene.

En otra realizacion, puede usarse un inhibidor de sSHASEGP en el tratamiento de una cantidad excesiva de actividad
hialuronidasa a pH neutro. El mamifero tratado puede ser un ser humano. Los inhibidores proporcionados en este
documento son los identificados mediante los ensayos de exploracién. Ademads, se contemplan anticuerpos y acidos
nucleicos antisentido o ARN bicatenario (ARNbc), tal como ARNi.

1. Tratamiento antisentido: En una realizacion especifica, como se ha descrito anteriormente en este documen-
to, la funcién de polipéptido sHASEGP se reduce o se inhibe mediante dcidos nucleicos antisentido de polipéptido
SHASEGP para tratar o prevenir una actividad condroitinasa excesiva. Se proporciona el uso terapéutico o profildctico
de 4cidos nucleicos de al menos seis nucledtidos, generalmente de hasta aproximadamente 150 nucleétidos, que son
antisentido para un gen o ADNc que codifica un polipéptido sHASEGP o una porcién del mismo. Un 4cido nucleico
“antisentido” de polipéptido sHASEGP como se usa en este documento se refiere a un 4cido nucleico capaz de hibridar
con una porcién de un ARN de polipéptido sHASEGP (generalmente ARNm) en virtud de cierta complementariedad
de secuencia y generalmente en condiciones de alta rigurosidad. El 4cido nucleico antisentido puede ser complemen-
tario a una regién codificante y/o no codificante de un ARNm de polipéptido SHASEGP. Dichos acidos nucleicos
antisentido tienen utilidad como agentes terapéuticos que reducen o inhiben la funcién del polipéptido sHASEGP y
pueden usarse en el tratamiento o la prevencion de trastornos como los descritos anteriormente.

Los 4cidos nucleicos antisentido de polipéptido sHASEGP son de al menos seis nucledtidos y generalmente son
oligonucledtidos (que varian de 6 a aproximadamente 150 nucleétidos, incluyendo de 6 a 50 nucleétidos). La molécula
antisentido puede ser complementaria de toda o una porcién del dominio hialuronidasa. Por ejemplo, el oligonucleoti-
do es de al menos 10 nucleétidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 100 nucleétidos o al menos 125 nucleétidos. Los
oligonucleétidos pueden ser ADN o ARN o mezclas quiméricas o derivados o versiones modificadas de los mismos,
monocatenarios o bicatenarios. El oligonucleétido puede modificarse en el resto de base, resto azicar o cadena princi-
pal fosfato. El oligonucledtido puede incluir otros grupos aiadidos tales como péptidos o agentes que faciliten el trans-
porte a través de la membrana celular (véase, por ejemplo, Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6553-6556
(1989); Lemaitre et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 648-652 (1987); Publicacién PCT N° WO 88/09810, publicada
el 15 de diciembre de 1988) o de la barrera hematoencefalica (véase, por ejemplo, Publicaciéon PCT N° WO 89/10134,
publicada el 25 de abril de 1988), agentes de escision desencadenada por hibridacién (véase, por ejemplo, Krol et al.,
BioTechniques 6: 958-976 (1988)) o agentes intercalantes (véase, por ejemplo, Zon. Pharm. Res. 5: 539-549 (1988)).
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El 4cido nucleicos antisentido de polipéptido sHASEGP generalmente es un oligonucleétido, tipicamente ADN
o ARN monocatenario o un andlogo del mismo o mezclas de los mismos. Por ejemplo, el oligonucleétido incluye
una secuencia antisentido a una porcién de un 4cido nucleico que codifica un polipéptido sSHASEGP humano. El
oligonucleétido puede modificarse en cualquier posicion en su estructura con sustituyentes conocidos en general en la
técnica.

El oligonucledtido antisentido de polipéptido SHASEGP puede incluir al menos un resto de base modificada que se
selecciona del grupo que incluye, pero sin limitacién, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo,
hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-car-
boximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguani-
na, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina,
7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5-apos-meto-
xicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, dcido uracil-5-oxiacético (v), wybutoxosi-
na, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, metiléster del
dcido uracil-5-oxiacético, 4cido uracil-5-oxiacético (v), S-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-n-2-carboxiipropil)uracilo,
(ACP3) w y 2,6-diaminopurina.

En otra realizacion, el oligonucleétido incluye al menos un resto aziicar modificado seleccionado del grupo que in-
cluye, pero sin limitacidn, arabinosa, 2-fluoroarabinosa, xilulosa y hexosa. El oligonucleétido puede incluir al menos
una cadena principal fosfato modificada seleccionado de un fosforotioato, un fosforoditioato, un fosforoamidotioa-
to, un fosforoamidato, un fosforodiamidato, un metilfosfonato, un alquilfosfotriéster y un formacetal o analogo del
mismo.

El oligonucledtido puede ser un oligonucleétido a@-anomérico. Un oligonucleétido a@-anomérico forma hibridos
bicatenarios especificos con ARN complementario en los que las cadenas discurren paralelas entre si (Gautier et al.,
Nucl. Acids Res. 15: 6625-6641 (1987)).

Puede conjugarse el oligonucleétido con otra molécula, tal como, pero sin limitacién, un péptido; agente de entre-
cruzamiento desencadenado por hibridacidn, agente de transporte o un agente de escisién desencadenada por hibrida-
cién. Los oligonucledtidos pueden sintetizarse mediante métodos convencionales conocidos en la técnica, por ejem-
plo, mediante el uso de un sintetizador de ADN automatico (tal como estdn disponibles en el mercado en Biosearch,
Applied Biosystems, etc.). Como ejemplos, pueden sintetizarse oligonucledtidos fosforotioato mediante el método de
Stein et al., Nucl. Acids Res. 16: 3209 (1988)), pueden prepararse oligonucledtidos metilfosfonato mediante el uso
de soportes de polimero de vidrio de tamafio de poro controlado (Sarin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 7448-
7451 (1988)), etc. En una realizacion especifica, el oligonucleétido antisentido de polipéptido sSHASEGP incluye ARN
catalitico o una ribozima (véase, por ejemplo, la Solicitud Internacional PCT WO 90/11364, publicada el 4 de octubre
de 1990; Saber et al., Science 247: 1222-1225 (1990)). En otra realizacién, el oligonucledtido es un 2’-O-metilrribo-
nucleédtido (Inoue et al., Nucl. Acids Res. 15: 6131-6148 (1987)) o un andlogo de ARN-ADN quimérico (Inoue et al.,
FEBS Lett. 215: 327-330 (1987)).

Como alternativa, el oligonucledtido puede ser ARN bicatenario (ARNbc) tal como ARNi.

En una realizacién alternativa, el dcido nucleico antisentido del polipéptido sHASEGP se produce intracelularmen-
te por transcripcién a partir de una secuencia exégena.

Por ejemplo, puede introducirse un vector in vivo de modo que se capte por una célula, transcribiéndose dentro
de dicha célula el vector o una porcién del mismo, produciendo un dcido nucleico antisentido (ARN). Dicho vector
contendria una secuencia que codifica el 4cido nucleico antisentido de polipéptido sHASEGP. Dicho vector puede per-
manecer episomal o integrarse cromosOmicamente siempre que pueda transcribirse para producir el ARN antisentido
deseado. Dichos vectores pueden construirse mediante métodos de tecnologia de ADN recombinante convencionales
en la técnica. Los vectores pueden ser plasmidicos, virales u otros conocidos en la técnica usados para la replicacién
y expresion en células de mamifero. La expresion de la secuencia que codifica el ARN antisentido de polipéptido
sHASEGP puede ser cualquier promotor conocido que se sepa en la técnica que actia en células de mamiferos, inclu-
yendo seres humanos. Dichos promotores pueden ser inducibles o constitutivos. Dichos promotores incluyen, pero sin
limitacion: la regién promotora temprana de SV40 (Bernoist y Chambon, Nature 290: 304-310 (1981), el promotor
contenido en la repeticion terminal larga 3’ del virus del sarcoma de Rous (Yamamoto et al., Ce//22: 787-797 (1980),
el promotor de timidina quinasa de herpes (Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1441-1445 (1981), las
secuencias reguladoras del gen de metalotioneina (Brinster et al., Nature 296: 39-42 (1982)), etc.

Los 4cidos nucleicos antisentido incluyen complementariedad de secuencia con al menos una porcién de un trans-
crito de ARN de un gen de polipéptido SHASEGP, incluyendo un gen de polipéptido sSHASEGP humano. No es
necesaria una complementariedad absoluta. La cantidad de 4cido nucleico antisentido de polipéptido sHASEGP que
es eficaz en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad neoplésica depende de la naturaleza de la enfermedad y
puede determinarse empiricamente mediante técnicas clinicas convencionales.

Cuando es posible, es deseable determinar la citotoxicidad antisentido en células in vitro, y después en sistemas de
modelos animales ttiles antes de ensayarlo y usarlo en seres humanos.
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2. ARN de interferencia. Puede emplearse ARN de interferencia (ARNi) (véase, por ejemplo, Chuang et al. (2000)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 4985) para inhibir la expresion de un gen que codifica una SHASEGP. Pueden usarse
fragmentos de ARN interferente (ARNi), particularmente ARNi bicatenario (bc) para generar pérdida de funcién
de SHASEGP. Se conocen métodos en relacion con el uso de ARNi para silenciar genes en organismos incluyendo
mamiferos, C. elegans, Drosophila y plantas y seres humanos (véase, por ejemplo, Fire et al. (1998) Nature 391: 806-
811; Fire (1999) Trends Genet. 15: 358-363; Sharp (2001) Genes Deyv. 15: 485-490; Hammond et al. (2001) Nature
Rev, Genet. 2: 110-119; Tuschl (2001) Chem. Biochem. 2: 239-245; Hamilton et al. (1999) Science 286: 950-952;
Hammond et al. (2000) Nature 404: 293-296; Zamore et al. (2000) Cell 101: 25-33; Bernstein et al. (2001) Nature
409: 363-366; Elbashir et al. (2001) Genes Dev. 15: 188-200; Elbashir et al. (2001) Nature 411: 494-498; Solicitud
Internacional PCT N° WO 01/29058; Solicitud Internacional PCT N° WO 99/32619).

Se introducen construcciones que expresan ARN bicatenario (ARNbc) en un hospedador, tal como un animal o
planta usando un vector que puede replicarse que permanece episomal o se integra en el genoma. Por seleccion de las
secuencias apropiadas, la expresion de ARNbc puede interferir con la acumulacién de ARNm endégeno que codifica
una SHASEGP. También puede usarse ARNi para inhibir la expresion in vitro.

Las regiones incluyen al menos aproximadamente 21 (6 21) nucledtidos que son selectivos (es decir, tnicos) para
sHASEGP que se usan para preparar el ARNi. Fragmentos mas pequefios de aproximadamente 21 nucle6tidos pueden
transformarse directamente (es decir, in vitro o in vivo) en células; generalmente se introducen moléculas de ARNbc
ARNi de mayor tamafio usando vectores que las codifican. Las moléculas de ARNbc son de al menos 21 pb de longitud
o més largas, tal como de 50, 100, 150, 200 y més largas. Los especialistas en la técnicas conocen métodos, reactivos
y protocolos para introducir moléculas de dcido nucleico en células in vitro e in vivo.

3. Terapia Génica. En una realizacién ejemplar, los dcidos nucleicos que incluyen una secuencia de nucleétidos
que codifica un polipéptido SHASEGP o dominios funcionales o derivados del mismo, se administran para promover
la funcién del polipéptido sHASEGP por medio de terapia génica. La terapia génica se refiere a una terapia realizada
mediante la administracién de un 4cido nucleico a un sujeto. En esta realizacidn, el 4cido nucleico produce su proteina
codificada que media un efecto terapéutico promoviendo la funcién del polipéptido sSHASEGP. Puede usarse cualquiera
de los métodos para terapia génica disponibles en la técnica (véase, Goldspiel et al., Clinical Pharmacy 12: 488-
505 (1993); Wu y Wu, Biotherapy 3: 87-95 (1991); Tolstoshev, An. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32: 573-596 (1993);
Mulligan, Science 260: 926-932 (1993); y Morgan y Anderson, An. Rev. Biochem. 62: 191-217(1993); TIBTECH 115:
155-215 (1993). Por ejemplo, una composicion terapéutica para terapia génica incluye un dcido nucleico que codifica
un polipéptido SHASEGP que es parte de un vector de expresion que expresa un polipéptido sHASEGP o dominio,
fragmento o proteina quimérica del mismo en un hospedador adecuado. En particular, dicho 4cido nucleico tiene
un promotor unido operativamente a la region codificante del polipéptido sHASEGP, siendo el promotor inducible o
constitutivo y, opcionalmente, especifico de tejido. En otra realizacion particular, se usa una molécula de 4cido nucleico
en la que las secuencias codificantes de polipéptido sHASEGP y cualquier otra secuencia deseada estdn flanqueadas
por regiones que promueven la recombinacién homdloga en un sitio deseado en el genoma, proporcionando de este
modo la expresion intracromosomica del dcido nucleico de una proteina SHASEGP (Koller y Smithies, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86: 8932-8935 (1989); Zijlstra et al., Nature 342: 435-438 (1989)).

El suministro del 4cido nucleico a un paciente puede ser directo, en cuyo caso el paciente se expone directamente
al dcido nucleico o al vector que lleva el 4cido nucleico, o indirecto, en cuyo caso las células se transforman primero
con el 4cido nucleico in vitro, después se trasplantan en el paciente. Estas dos estrategias se conocen, respectivamente,
como terapia génica in vivo o ex vivo.

En una realizacion especifica, el 4cido nucleico se administra directamente in vivo, donde se expresa para producir
el producto codificado. Esto puede conseguirse por cualquiera de numerosos métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo, construyéndolo como parte de un vector de expresion de dcido nucleico apropiado y administrdndolo de
modo que se vuelva intracelular, por ejemplo, por infeccion, usando vector retroviral defectuoso o atenuado u otro
vector viral (véase, la Patente de Estados Unidos N° 4.980.286) o mediante inyeccién directa de ADN desnudo o
mediante el uso de bombardeo de microparticulas (por ejemplo, pistola génica; Biolistica, DuPont) o recubrimiento
con lipidos o receptores de superficie celular o agentes de transfeccién, encapsulacién en liposomas, microparticulas
0 microcdpsulas o por administracién del mismo unido con un péptido que se sabe que se introduce en el nicleo, por
administracién del mismo unido con un ligando sometido a endocitosis mediada por receptor (véase, por ejemplo,
Wu y Wu, J. Biol. Chem, 262: 4429-4432 (1987)) (que puede usarse para dirigirse a tipos celulares que expresan
especificamente los receptores), etc. En otra realizacién, puede formarse un complejo de dcido nucleico-ligando en
el que el ligando es un péptido viral fusogénico para romper endosomas, permitiendo que el dcido nucleico evite la
degradacion lisosomal. En otra realizacion mas, el dcido nucleico puede dirigirse in vivo para captacion especifica de
célula y expresion dirigiéndose a un receptor especifico (véase, por ejemplo, Publicaciones PCT WO 92/06180 con
fecha del 16 de abril de 1992 (Wu et al.); WO 92/22635 con fecha del 23 de diciembre de 1992 (Wilson et al.); WO
92/20316 con fecha del 26 de noviembre de 1992 (Findeis et al.); WO 93/14188 con fecha del 22 de julio de 1993
(Clarke et al.), WO 93/20221 con fecha del 14 de octubre de 1993 (Young)). Como alternativa, el dcido nucleico
puede introducirse intracelularmente e incorporarse en el interior de un ADN de célula hospedadora para la expresion
mediante recombinacién homdloga (Koller y Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 8932-8935 (1989); Zijistra et
al., Nature 342: 435-438 (1989)).
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En una realizacién especifica, se usa un vector viral que contiene el dcido nucleico de polipéptido sHASEGP. Por
ejemplo, puede usarse un vector retroviral (véase Miller et al., Meth. Enzymol. 217: 581-599 (1993)). Estos vectores
retrovirales se han modificado para delecionar las secuencias retrovirales que no son necesarias para el empaque-
tamiento del genoma viral y la integracién en el ADN de la célula hospedadora. El dcido nucleico de polipéptido
sHASEGP que se usard en terapia génica se clona en el vector, que facilita el suministro del gen al paciente. Pueden
encontrarse mds detalles acerca de vectores retrovirales en Boesen et al., Biotherapy 6: 291-302 (1994), que describe
el uso de un vector retroviral para suministrar el gen mdrl a células madre hematopoyéticas para hacer a las células
madre mas resistentes a quimioterapia.

Otras referencias que ilustran el uso de vectores retrovirales en terapia génica son: Clowes et al., J. Clin. Invest.
93: 644-651 (1994); Kiem et al., Blood 83: 1467-1473 (1994); Salmons y Gunzberg, Human Gene Therapy 4: 129-
141 (1993); y Grossman y Wilson, Curr. Opin. En Genetics And Devel. 3:110-114(1993).

Los adenovirus son otros vectores virales que pueden usarse en terapia génica. Los adenovirus son vehiculos espe-
cialmente atractivos para suministrar genes al epitelio respiratorio. Los adenovirus infectan de forma natural el epitelio
respiratorio, donde causan una enfermedad leve. Otras dianas para sistemas de suministro basados en adenovirus son
higado, sistema nervioso central, células endoteliales y misculo. Los adenovirus tienen la ventaja de ser capaces de
infectar células que no estdn en divisién. Kozarsky y Wilson, Current Opinion in Genetics and Development 3: 499-
503 (1993) presentan una revisién de la terapia génica basada en adenovirus. Bout ef al., Human Gene Therapy 5:3-
10 (1994) demuestran el uso de vectores de adenovirus para transferir genes al epitelio respiratorio de monos rhesus.
Otros casos del uso de adenovirus en terapia génica pueden encontrarse en Rosenfeld et al., Science 252: 431-434
(1991); Rosenfeld et al., Cell 68: 143-155 (1992); y Mastrangeli et al., J. Clin. Invest. 91:225-234 (1993).

También se han propuesto virus adenoasociados (AAV) para el uso en terapia génica (Walsh et al., Proc. Soc. Exp.
Biol. Med. 204: 289-300 (1993).

Otra estrategia para terapia génica implica transferir un gen a células en cultivo tisular por métodos tales como
electroporacion, lipofeccidn, transfeccién mediada por fosfato de calcio o infeccién viral. Habitualmente, el método
de transferencia incluye la transferencia de un marcador de seleccién a las células. Después, las células se colocan
en seleccion para aislar las células que hayan captado y estén expresando el gen transferido. Después, esas células se
suministran a un paciente.

En esta realizacion, el acido nucleico se introduce en una célula antes de la administracion in vivo de la célula
recombinante resultante. Dicha introduccién puede realizarse por cualquier método conocido en la técnica, incluyendo,
pero sin limitacién, transfeccion, electroporacién, microinyeccién, infeccion con un vector viral o bacteriéfago que
contiene las secuencias de acido nucleico, fusién celular, transferencia génica mediada por cromosomas, transferencia
génica mediada por microcélulas, fusién de esferoplastos, etc. Se conocen en la técnica numerosos procedimientos
para la introduccién de genes extrafios en células (véase, por ejemplo, Loeffler y Behr, Meth. Enzymol. 217: 599-
618 (1993); Cohen et al., Meth. Enzymol. 217: 618-644 (1993); Cline, Pharmac. Ther. 29: 69-92 (1985)) y pueden
usarse con tal de que no se alteren las funciones de desarrollo y fisiol6gicas necesarias de las células receptoras. La
técnica deberia proporcionar la transferencia estable del 4cido nucleico a la célula, de modo que el 4cido nucleico
pueda expresarse por la célula y generalmente pueda heredarse y expresarse por su progenie celular.

Las células recombinantes resultantes pueden suministrarse a un paciente mediante diversos métodos conocidos
en la técnica. En una realizacidn, se inyectan células epiteliales, por ejemplo, por via subcutidnea. En otra realizacion,
pueden aplicarse células cutdneas recombinantes como un injerto de piel sobre el paciente. Pueden administrarse por
via intravenosa células sanguineas recombinantes (por ejemplo, células madre o progenitores hematopoyéticos). La
cantidad de células prevista para el uso depende del efecto deseado, del estado del paciente, etc. y puede determinarse
por un especialista en la técnica.

Las células en las que puede introducirse un 4cido nucleico para los fines de terapia génica incluyen cualquier
tipo celular deseado disponible e incluyen, pero sin limitacién, células epiteliales, células endoteliales, queratinocitos,
fibroblastos, células musculares, hepatocitos; células sanguineas tales como linfocitos T, linfocitos B, monocitos,
macrdfagos, neutréfilos, eosinéfilos, megacariocitos, granulocitos; diversas células madre o progenitoras, en particular
células madre o progenitores hematopoyéticos, por ejemplo, tales como células madre obtenidas de médula dsea,
sangre de cordén umbilical, sangre periférica, higado fetal y otras fuentes de las mismas.

Por ejemplo, una célula usada para terapia génica es autéloga para el paciente. En una realizacion en la que se usan
células recombinantes en terapia génica, se introduce un 4cido nucleico de polipéptido SHASEGP en las células de
modo que pueda expresarse por las células o su progenie y, después, las células recombinantes se administran in vivo
para un efecto terapéutico. En una realizacién especifica, se usan células madre o progenitoras. Cualquier célula madre
y/o progenitora que pueda aislarse o mantenerse in vitro puede usarse potencialmente de acuerdo con esta realizacion.

Dichas células madre incluyen, pero sin limitacidn, células madre hematopoyéticas (HSC), células madre de tejidos
epiteliales tales como la piel y el revestimiento del intestino, células musculares cardiacas embrionarias, células madre
hepéticas (Publicaciéon PCT WO 94/08598, con fecha del 28 de abril de 1994) y células madre neurales (Stemple y
Anderson, Cell 71: 973-985 (1992)).
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Pueden obtenerse células madre epiteliales (ESC) o queratinocitos a partir de tejidos tales como la piel y el re-
vestimiento del intestino por procedimientos conocidos (Rheinwald, Meth. Cell Bio. 21 A: 229 (1980)). En un tejido
epitelial estratificado, tal como la piel, se produce renovacién por mitosis de células madre dentro de la capa germinal,
la capa més proxima a la Idmina basal. Las células madre dentro del revestimiento del intestino proporcionan una tasa
de renovacion rdpida de este tejido. Las ESC o queratinocitos obtenidos de la piel o del revestimiento del intestino de
un paciente o donante pueden cultivarse en un cultivo tisular (Rheinwald, Meth. Cell Bio. 21 A: 229 (1980); Pittelkow
y Scott, Cano. Clinic Proc. 61: 771 (1986)). Si las ESC se proporcionan por un donante, también puede usarse un
método de supresion de la reactividad del hospedador frente a un injerto (por ejemplo, irradiacién, administracién de
farmacos o anticuerpos para promover una inmunosupresion moderada).

Con respecto a células madre hematopoyéticas (HSC), puede usarse en esta realizacién cualquier técnica que
proporcione el aislamiento, propagacién y mantenimiento in vitro de HSC. Las técnicas por las que puede conseguirse
incluyen (a) el aislamiento y el establecimiento de cultivos de HSC a partir de células de médula ésea aisladas del
futuro hospedador o de un donante o (b) el uso de cultivos de HSC a largo plazo previamente establecidos, que pueden
ser alergénicos o xenogénicos.

Generalmente se usan HSC no autélogas con un método de supresién de reacciones inmunes frente al trasplante
del futuro hospedador/paciente. En una realizacién particular, pueden obtenerse células de médula ésea humana a
partir de la cresta ilfaca posterior por aspiracién con aguja (véase, por ejemplo, Kodo et al., J. Clin. Invest. 73: 1377-
1384 (1984)). Por ejemplo, las HSC pueden prepararse en forma altamente enriquecida o sustancialmente pura. Este
enriquecimiento puede conseguirse antes, durante o después del cultivo a largo plazo y puede realizarse por cualquier
procedimiento conocido en la técnica. Los cultivos a largo plazo de células de médula 6sea pueden establecerse y
mantenerse usando, por ejemplo, técnicas de cultivo celular de Dexter modificadas (Dexter ef al., J. Cell Physiol.
91: 335 (1977)) o técnicas de cultivo de Witlock-Witte (Witlock y Witte, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 3608-3612
(1982)).

En una realizacién especifica, el dcido nucleico que se introducirad para los fines de la terapia génica incluye un
promotor inducible unido operativamente a la regién codificante, de modo que la expresion del dcido nucleico puede
controlarse por control de la presencia o ausencia del inductor de la transcripcién apropiado.

3. Profarmacos- Se proporciona un método para tratar tumores. El método se realiza por administracién de un
profarmaco que se escinde en un sitio especifico mediante una HASEGP para liberar un formaco activo o un precursor
que puede convertirse en farmaco activo in vivo. Tras el contacto con una célula que expresa actividad de sHASEGP,
el profarmaco se convierte en un farmaco activo. El profirmaco puede ser un conjugado que contiene un agente
activo, tal como un farmaco antitumoral, tal como un agente citotéxico u otro agente terapéutico (TA), unido a un
sustrato para la sHASEGP diana, de modo que el firmaco o agente sea inactivo o incapaz de entrar en una célula
en el conjugado, pero se active tras la escision. El profarmaco, por ejemplo, puede contener una molécula de sulfato
de condroitina, tipicamente una relativamente corta de menos de aproximadamente 20 unidades de disacérido, que
se escinda cataliticamente por la SHASEGP diana. Los agentes citotoxicos incluyen, pero sin limitacién, agentes
alquilantes, agentes antiproliferativos y agentes de union a tubulina. Otros incluyen farmacos de la vinca, mitomicinas,
bleomicinas y taxanos.

Composiciones farmacéuticas y modos de administracion
1. Componentes de las composiciones

Se proporciona en este documento composiciones farmacéuticas que contienen una sHASEGP activa. También se
proporcionan combinaciones de compuestos que modulan la actividad de un polipéptido sHASEGP y otro tratamiento
0 compuesto para el tratamiento de un trastorno de hialuronidasa, tal como un compuesto de anticuerpo.

El polipéptido sHASEGP y un segundo agente pueden envasarse como composiciones separadas para su admi-
nistracion juntas o de forma secuencial o intermitente. Como alternativa pueden proporcionarse como una sola com-
posicién para su administraciéon o como dos composiciones para su administracién como una sola composicioén. Las
combinaciones pueden envasarse como Kkits.

2. Formulaciones y Via de Administracion

Los polipéptidos SHASEGP y el dominio hialuronidasa humano soluble de los mismos proporcionados en este
documento pueden formularse como composiciones farmacéuticas, tipicamente para administracién de una sola dosi-
ficacion. Las concentraciones de los polipéptidos en las formulaciones son eficaces para el suministro de una cantidad,
tras la administracién, que es eficaz para el tratamiento deseado. Tipcamente, las composiciones se formulan para
la administracién de una sola dosificacion. Para formular una composicion, la fraccién en peso de un polipéptido
SHASEGP, dominios hialuronidasa humanos solubles del mismo o una mezcla de los mismos se disuelve, suspende
y expresa o mezcla de otro modo en un vehiculo seleccionado a una concentracién eficaz de modo que la afeccién
tratada se alivia o mejora.
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Los excipientes o vehiculos farmacéuticos adecuados para la administracién de la SHASEGP o dominios hialu-
ronidasa humanos solubles de la misma proporcionados en este documento incluyen cualquier vehiculo de este tipo
conocido por los especialistas en la técnica que sea adecuado para el modo de administracién particular.

Ademds, los polipéptidos pueden formularse como el dnico ingrediente farmacéuticamente activo en la composi-
cién o pueden combinarse con otros ingredientes activos. Las suspensiones liposomales, incluyendo liposomas dirigi-
dos a tejidos, también pueden ser adecuadas como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estas pueden prepararse
de acuerdo con métodos conocidos por los especialistas en la técnica. Por ejemplo, pueden prepararse formulaciones
de liposomas como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 4.522.811.

La sHASEGP activa o dominio hialuronidasa humano soluble de la misma se incluye en el vehiculo farmacéu-
ticamente aceptable en una cantidad suficiente para ejercer un efecto terapéuticamente ttil en ausencia de efectos
secundarios indeseables en el paciente tratado. La concentracion terapéuticamente eficaz puede determinarse empi-
ricamente ensayando los polipéptidos en sistemas in vitro e in vivo conocidos tales como por uso de los ensayos
proporcionados en este documento o véase, por ejemplo, Taliani ef al. (1996) Anal. Biochem. 240: 60-67, Filocamo
et al. (1997) J. Virology 71:1417-1427, Sudo et al. (1996) Antiviral Res. 32: 9-18, Buffard ez al. (1995) Virology
209: 52-59, Bianchi et al. (1996) Anal. Biochem. 237: 239-244, Hamatake et al. (1996) Intervirology 39: 249-258,
Steinkiihler et al. (1998) Biochem. 37: 8899-8905, D’Souza et al. (1995) J. Gen. Virol. 76: 1729-1736, Takeshita et
al. (1997) Anal. Biochem. 247: 242-246; véase también, por ejemplo Shimizu et al. (1994) J. Virol. 68: 8406-8408;
Mizutani et al. (1996) J. Virol. 70: 7219-7223, Mizutani et al. (1996) Biochem. Biophys. Res. Commun. 227: 822-
826, Lu et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 93: 1412-1417, Hahm et al. (1996) Virology 226: 318-326, Ito et
al. (1996) J. Gen. Virol. 77\ 1043-1054, Mizutani et al. (1995) Biochem. Biophys. Res. Commun. 212: 906-911, Cho
et al. (1997) J. Viral. Meth. 65: 201-207, y después extrapolarse a partir de los mismos para dosificaciones para seres
humanos.

Tipicamente, se contempla una dosificacién terapéuticamente eficaz. Las cantidades administradas pueden ser
del orden de 0,001 a 1 mg/ml, incluyendo de aproximadamente 0,005-0,05 mg/ml y aproximadamente 0,01 mg/ml de
volumen de sangre. Se preparan formas farmacéuticas unitarias de dosificacién para proporcionar de aproximadamente
1 mg a aproximadamente 1000 mg, incluyendo de aproximadamente 10 a aproximadamente 500 mg, e incluyendo de
aproximadamente 25-75 mg del ingrediente activo esencial o una combinacién de ingredientes esenciales por forma
unitaria de dosificacién. La dosificacién exacta puede determinarse empiricamente.

En algunos casos, es preferible una alta dosis unitaria de SHASEGP humana. Por ejemplo, con la administracién
intravenosa de SHASEGP son preferibles concentraciones de SHASEGP de 500-100.000 unidades por ml. Las formu-
laciones liofilizadas de SHASEGP también son ideales para almacenamiento de dosis unitarias grandes de SHASEGP.
Se contemplan viales liofilizados de 200.000 unidades de sHASEGP para suministro intravenoso.

También se contemplan dosis de concentracién elevada para el suministro de pequefios volimenes de sHASEGP.
La administracién de 10-100 ul de sHASEGP 5000 unidades/ml se contempla para inyeccidn en la cdmara anterior
para disolver sustancias viscoeldsticas previamente administradas durante cirugias de cataratas y de implantacién de
lente intraocular fiquica. También se contemplan inyecciones de volimenes pequefos de dosis de 50-200 U/ml para
procedimientos intravitreos tales como el tratamiento de hemorragia vitrea o desprendimiento vitreorretinal en la
retinopatia diabética.

El ingrediente activo puede administrarse de una vez o puede dividirse en varias dosis mds pequefias para admi-
nistrarse a intervalos de tiempo. Se entiende que la dosificacién exacta y la duracién de tratamiento estdn en funcién
de la enfermedad que se trate y pueden determinarse empiricamente usando protocolos de ensayo conocidos o por
extrapolacién de datos de ensayo in vivo o in vitro. Debe sefialarse que las concentraciones y valores de dosificacion
también pueden variar con la gravedad de la afeccion que se alivia. Debe entenderse ademds que para cualquier sujeto
particular, los regimenes de dosificacion especificos deberian ajustarse con el tiempo de acuerdo con las necesidades
individuales y el juicio profesional de la persona que administre o supervise la administracién de las composiciones,
y que los intervalos de concentracion expuestos en este documento son ejemplares solamente y no pretenden limitar
alcance o uso de las composiciones reivindicadas y combinaciones que las contienen.

Los derivados farmacéuticamente aceptables incluyen acidos, sales, ésteres, hidratos, solvatos y formas de pro-
farmaco. El derivado se selecciona tipicamente de modo que sus propiedades farmacocinéticas sean superiores a la
sHASEGP activa a pH neutro correspondiente o dominio hialuronidasa humano soluble de la misma.

Por lo tanto, las concentraciones o cantidades eficaces de uno o mas de los polipéptidos de este documento o de-
rivados farmacéuticamente aceptables de los mismos se mezclan con un vehiculo o excipiente farmacéutico adecuado
para su administracidn sistémica, tépica o local para formar composiciones farmacéuticas. Los polipéptidos sHASEGP
0 dominios hialuronidasa humanos soluble de los mismos se incluyen en una cantidad eficaz para mejorar o tratar el
trastorno para el que se contempla tratamiento. La concentracién de polipéptido activo en la composicion depende
de las velocidades de absorcidn, inactivacion, excrecion del polipéptido activo, del programa de dosificacién, de la
cantidad administrada, de la formulacién particular, asi como de otros factores conocidos por los especialistas en la
técnica.
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Los agentes terapéuticos para el uso en los métodos pueden administrarse por cualquier via conocida por los
especialistas en la técnica, tal como, pero sin limitacion, por via tdpica, intraarticular, intracisternal, intraocular, intra-
ventricular, intratecal, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intradérmica, intratraqueal, asi como por cualquier
combinacién de dos cualesquiera o mds de las mismas. Pueden preverse también formulaciones pulmonares de polvo
Seco.

La via de administracién mds adecuada variard dependiendo del uso propuesto, tal como, por ejemplo, uso como
agente de suministro para facilitar el suministro subcutdneo de liquidos, usos para reducir la presién intraocular en los
ojos de pacientes con glaucoma que reciben compuestos viscoeldsticos o uso como un “agente de propagacién” para
aumentar la actividad de quimioterdpicos y la localizacién de interés, tal como un 6rgano interno particular, un creci-
miento tumoral, una cavidad intraocular y la epidermis. Los modos de administracién incluyen, pero sin limitacion, la
via topica, local, intraarticular, intracisternal, intraocular, intraventricular, intratecal, intravenosa, intramuscular, intra-
traqueal, intraperitoneal, intradérmica y por una combinacién de dos cualesquiera o mds de las mismas. Por ejemplo,
para el tratamiento de diversos cdnceres, tales como carcinoma de células escamosas, cancer de mama, cancer de
vejiga urinaria y cdncer gastrointestinal, la administracion local, incluyendo administracién en el sitio del crecimiento
tumoral (por ejemplo, por via intratecal, intraventricular o intracisternal) proporciona la ventaja de que el agente te-
rapéutico puede administrarse en una alta concentracion sin riesgo de las complicaciones que pueden acompanar a la
administracion sistémica de un agente terapéutico.

Los vehiculos o excipientes farmacéuticos y cosméticos adecuados para la administracion de los polipéptidos
SHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de los mismos proporcionados en este documento incluyen
cualquiera de dichos vehiculos conocidos por los especialistas en la técnica que sea adecuado para el modo de ad-
ministracion particular. Ademas, los polipéptidos pueden formularse como el tnico ingrediente farmacéuticamente
activo en la composicidon o pueden combinarse con otros ingredientes activos que no alteren la accién deseada, o con
materiales que complementen la accién deseada conocidos por los especialistas en la técnica. Por ejemplo, los poli-
péptidos sHASEGP proporcionados en este documento pueden usarse como un agente de suministro o “propagacién”
en combinacién con un segundo compuesto activo, tal como un agente terapéuticamente eficaz, incluyendo, pero sin
limitacion, un fairmaco o un profarmaco, para facilitar el suministro o para aumentar la actividad del segundo ingre-
diente activo. En una realizacién particular, un polipéptido sHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble del
mismo puede coformularse con un agente anestésico, tal como Lignocaina, Bupivacaina o una mezcla de los dos vy,
opcionalmente, un agente hormonal, tal como epinefrina para disminuir o interrumpir la captacién de sangre durante
la cirugia oftdlmica. Un polipéptido sSHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble del mismo también puede
coformularse con diversos quimioterdpicos, tales como una toxina o un factor de necrosis tumoral, para aumentar la
actividad del quimioterdpico y/o la accesibilidad de los tumores diana al quimioterdpico. El compuesto activo se inclu-
ye en el vehiculo en una cantidad suficiente para ejercer un efecto terapéuticamente ttil en ausencia de efectos toxicos
graves en el individuo tratado. La concentracién eficaz puede determinarse empiricamente ensayando los compuestos
usando sistemas in vitro e in vivo incluyendo los modelos animales descritos en este documento.

Las soluciones o suspensiones usadas para aplicacioén parenteral, intradérmica, subcutinea o topica pueden incluir
cualquiera de los siguientes componentes: un diluyente estéril, tal como agua para inyeccién, solucion salina, aceite
no volatil, polietilenglicol, glicerina, propilenglicol y otro disolvente sintético; agentes antimicrobianos, tales como
alcohol bencilico y metilparabenos; antioxidantes, tales como acido ascérbico y bisulfito sédico; agentes quelantes
tales como 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA); tampones tales como acetatos, citratos y fosfatos; y agentes para el
ajuste de la tonicidad, incluyendo, pero sin limitacién, cloruro sédico, cloruro célcico, cloruro de magnesio, dextrosa,
glicerol o dcido bérico. Las preparaciones parenterales pueden incluirse en ampollas, jeringas desechables o viales
monodosis o multidosis hechos de vidrio, pldstico u otro material adecuado.

Los polipéptidos sHASEGP o dominios hialuronidasa humanos solubles de los mismos pueden suspenderse en
forma micronizada u otra forma adecuada o pueden derivatizarse para producir un producto activo mdas soluble o para
producir un profarmaco. La forma de la mezcla resultante depende de varios factores, incluyendo el modo deseado
de administracién y la solubilidad del polipéptido en el excipiente o vehiculo seleccionado. La concentracion eficaz
es suficiente para mejorar la afeccion diana y puede determinarse empiricamente usando métodos conocidos por los
especialistas en la técnica. Para formular una composicidn, la fraccién en peso de polipéptido se disuelve, suspende,
dispersa o mezcla de otro modo en un vehiculo seleccionado a una concentracidn eficaz de modo que la afeccién diana
se alivie o mejore.

En los casos en los que los polipéptidos SHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de los mismos pre-
senten una solubilidad insuficiente, pueden usarse métodos para solubilizar polipéptidos. Dichos métodos se conocen
por los especialistas en esta técnica e incluyen, pero sin limitacién, el uso de codisolventes, tales como dimetilsulfé-
xido (DMSO), el uso de tensioactivos, tales como TWEEN® y Pluronic® F68; o la disolucién en bicarbonato sédico
acuoso. Los derivados de los polipéptidos, tales como profarmacos de los polpéptidos también pueden usarse en la
formulacién de composiciones farmacéuticas eficaces. Para indicaciones oftdlmicas, las composiciones se formulan
en un vehiculo oftdlmicamente aceptable. Para los usos oftdlmicos de este documento, se contempla la administracién
local, por administracion tépica o mediante inyeccién. También son deseables formulaciones de liberacion temporali-
zada. Tipicamente, las composiciones se formulan para la administracién de una sola dosificacién, de modo que una
sola dosis administre una cantidad eficaz.
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Tras la mezcla o adicién del polipéptido con el excipiente, la mezcla resultante puede ser una solucién, suspen-
sién, emulsidn u otra composicion y puede formularse como una mezcla acuosa, cremas, geles, pomadas, emulsiones,
soluciones, elixires, lociones, suspensiones, tinturas, pastas, espumas, aerosoles, irrigaciones, pulverizaciones, supo-
sitorios, vendas o cualquier otra formulacién adecuada para administracion sistémica, topica o local.

La forma de la mezcla resultante depende de varios factores, incluyendo el modo deseado de administracion y
la solubilidad del compuesto en el vehiculo o excipiente seleccionado. Si es necesario, se preparan sales farmacéuti-
camente aceptables u otros derivados de los compuestos. Para administracién interna local, tal como administracién
intramuscular, parenteral, o intraarticular, los compuestos se formulan preferiblemente como una solucién o suspen-
si6n en un medio de base acuosa tal como solucidn salina tamponada isoténicamente, o se combinan con un soporte
biocompatible o bioadhesivo destinado para administracién interna.

El polipéptido SHASEGP o dominio hialuronidasa humano soluble se incluye en el vehiculo farmacéuticamente
aceptable en una cantidad suficiente para ejercer un efecto terapéuticamente ttil en ausencia de efectos secundarios no
deseables en el paciente tratado. Se entiende que el nimero y grado de efectos secundarios depende de la afeccion para
la que se administran los compuestos. Por ejemplo, se toleran ciertos efectos secundarios téxicos e indeseables cuando
se tratan enfermedades potencialmente mortales que no se tolerarfan cuando se tratan trastornos de consecuencias
menos graves. Las cantidades eficaces para uso terapéutico dependerdn, por supuesto, de la gravedad de la enferme-
dad y del peso y estado general del sujeto asi como de la via de administracién. La administracion local del agente
terapéutico requerird tipicamente una dosificacién menor que cualquier modo de administracion sistémica, aunque la
concentracion local del agente terapéutico puede ser en algunos casos superior después de la administracion local de
lo que puede conseguirse con seguridad tras una administracion sistémica.

Puesto que sujetos individuales pueden presentar una amplia variacion en la gravedad de los sintomas y cada agente
terapéutico tiene sus caracteristicas terapéuticas unicas, depende del médico determinar la respuesta de un sujeto al
tratamiento y variar las dosificaciones por consiguiente. Las dosificaciones usadas in vitro pueden proporcionar una
informacion ttil sobre las cantidades utiles para la administracion in situ de la composicién farmacéutica y pueden
usarse en algunos casos modelos animales para determinar dosificaciones eficaces para el tratamiento de trastornos
particulares. En general, sin embargo, para la administracién local, se contempla que una cantidad eficaz del agente
terapéutico serd una cantidad en el intervalo de aproximadamente 0,1 picogramos (pg) hasta aproximadamente 1 ng
por kg de peso corporal. Los especialistas en la técnica conocen diversas consideraciones para llegar a una cantidad
eficaz y estdn descritas (véase, por ejemplo, Goodman And Gilman’s: The Pharmacological Bases of Therapeutics, 8th
ed., Pergamon Press, 1990; Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17* ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990;
y Mantyh et al., (Science, 278: 275-79, 1997) que implican la inyeccién intratecal de una toxina-ligando especifica
neuronal, incorpordndose cada una de las mismas en este documento como referencia en su totalidad).

Las formulaciones de los polipéptidos sSHASEGP o dominios hialuronidasa humanos solubles de los mismos pa-
ra usar en este documento incluyen las adecuadas para administracién oral, rectal, topica, por inhalacién, bucal (por
ejemplo, subhngual) parenteral (por ejemplo, subcutdnea, intramuscular, intradérmica o intravenosa), transdérmica o
cualquier via. La via més adecuada en cualquier caso dado depende de la naturaleza y gravedad de la afeccién que
se trate y de la naturaleza del compuesto activo particular que se esté usando. Las formulaciones se proporcionan
para administracién en seres humanos y animales en formas de dosificacién unitarias, tales como comprimidos, cap-
sulas, pildoras, polvos, granulos, soluciones o suspensiones parenterales estériles y soluciones o suspensiones orales y
emulsiones de aceite en agua que contienen cantidades adecuadas de los polipéptidos y/u otros agentes o derivados far-
macéuticamente aceptables de los mismos. Los polipéptidos farmacéuticos terapéuticamente activos y/u otros agentes
y derivados de los mismos se formulan tipicamente y se administran en formas de dosificacién unitarias o formas de
dosificacién multiple. Una forma unidosis, como se usa en este documento, se refiere a unidades fisicamente separadas
adecuadas para sujetos humanos y animales y envasadas individualmente como se conoce en la técnica.

Las composiciones farmacéuticas se proporcionan para la administracion en seres humanos y animales en formas
de dosificacién unitarias, tales como comprimidos, cdpsulas, pildoras, polvos, granulos, soluciones o suspensiones
parenterales estériles y soluciones o suspensiones orales, y emulsiones de aceite en agua que contienen cantidades
adecuadas del polipéptido SHASEGP o dominio hialuronidasa humano soluble del mismo y, opcionalmente, otro
agentes o derivados farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los compuestos farmacéuticos terapéuticamente
activos y derivados de los mismos se formulan tipicamente y se administran en formas de dosificacién unitarias o
formas de dosificacién mdltiple. Una forma de dosis unitaria, como se usa en este documento, se refiere a unidades
fisicamente separadas adecuadas para sujetos humanos y animales y envasadas individualmente como se conoce en la
técnica. Cada dosis unitaria contiene una cantidad predeterminada del compuesto terapéuticamente activo suficiente
para producir el efecto terapéutico deseado en asociacién con el vehiculo, excipiente o diluyente farmacéutico nece-
sario. Los ejemplos de formas de dosis unitarias incluyen, pero sin limitacién, ampollas, jeringas y comprimidos o
cépsulas envasados individualmente. Por ejemplo, una formulacién de volumen pequefio que contiene una solucién
estabilizada con de 1 a 5000 unidades de SHASEGP en un volumen pequefio, tal como de 5 a 50 ul, puede preenvasarse
en una jeringa para el uso, tal como después de la inyeccién de compuesto viscoeldstico. Pueden administrarse formas
unidosis en fracciones o multiplos de las mismas. Una forma multidosis es una pluralidad de formas de dosificacién
unitarias idénticas envasadas en un solo recipiente que se administrard en forma unidosis separada. Los ejemplos de
formas multidosis incluyen viales, frascos de comprimidos o cdpsulas o frascos de pintas o galones. Por lo tanto, la
forma multidosis es un multiplo de unidosis que no estin separadas en el envasado.
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La composicién puede contener junto con el ingrediente activo, tal como un polipéptido sHASEGP: un diluyente,
tal como lactosa, sacarosa, fosfato dicdlcico o carboximetilcelulosa; un lubricante, tal como estearato de magnesio,
estearato de calcio y talco; y un aglutinante tal como almidén, gomas naturales, tales como goma arabiga, gelatina, glu-
cosa, melazas, polivilnilpirrolidona, celulosas y derivados de las mismas, povidona, crospovidonas y otros aglutinantes
de este tipo conocidos por los especialistas en la técnica. Las composiciones liquidas farmacéuticamente administra-
bles pueden prepararse, por ejemplo, por disolucién, dispersion o mezcla de otro modo de un compuesto activo como
se ha definido anteriormente y adyuvantes farmacéuticos opcionales en un vehiculo, tal como, por ejemplo, agua,
solucién salina, dextrosa acuosa, glicerol, glicoles, etanol y similares para formar de este modo una solucién o suspen-
sion. Si se desea, la composicidon farmacéutica que se administrard también puede contener cantidades minoritarias
de sustancias auxiliares no téxicas tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes o agentes solubilizantes,
agentes tamponantes del pH y similares, por ejemplo, acetato, citrato sédico, derivados de ciclodextrina, monolau-
rato de sorbitdn, acetato sédico de trietanolamina, oleato de trietanolamina y otros agentes de este tipo. Se conocen
métodos para preparar dichas formas de dosificacién o serdn evidentes para los especialistas en esta técnica (véase,
por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 15* Edicién, 1975). La
composicion o formulacidn que se administrard contiene una cantidad del compuesto activo en una cantidad suficiente
para aliviar los sintomas del sujeto tratado. Por ejemplo, una formulacién estabilizada convencional de sHASEGP o un
dominio hialuronidasa humano soluble del mismo como se proporciona en este documento incluye 150 unidades/ml
de la glicoproteina soluble formulada en EDTA, NaCl y CaCl,. Adicionalmente, puede estar presente en la formula-
cién un agente antibacteriano o antifiingico incluyendo, pero sin limitacién tiomersal. Otra formulacién proporcionada
en este documento es una solucién estabilizada o forma liofiliza de sSHASEGP o un dominio hialuronidasa humano
soluble del mismo en EDTA, NaCl y CaCl,, que contiene una cantidad activa eficaz de la glicoproteina soluble, tal
como 150 unidades/ml, con la adicién de lactosa, tal como 13 mg/ml. También se proporciona en este documento
una formulacién que contiene una solucién estabilizada o forma liofilizada de sHASEGP o un dominio hialuronidasa
humano soluble del mismo en EDTA, NaCl y CaCl, que contiene una cantidad activa eficaz de la glicoproteina solu-
ble, tal como 150 unidades/ml, con la adicién de lactosa, tal como 13 mg/ml, y Albimina, Pluronic® F68, TWEEN®
y/u otro detergente. Otra formulacién proporcionada en este documento, liofilizada o como una solucién estabilizada
contiene una cantidad eficaz de SHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble del mismo, tal como de 1 a
300 unidades/ml, en EDTA, NaCl y CaCls,.

Pueden prepararse formas de dosifcacién o composiciones que contienen ingrediente activo en el intervalo del
0,005% al 100%, componiéndose el resto de vehiculo no téxico. Para administracién oral, las composiciones farma-
céuticas pueden adoptar la forma de, por ejemplo, comprimidos o cdpsulas preparadas por medios convencionales
con excipientes farmacéuticamente aceptables tales como agentes de unién, (por ejemplo, almidén de maiz pregela-
tinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa); cargas (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o
hidrogenofosfato de calcio); lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejem-
plo, almidén de patata o almidén glicolato sédico); o agentes humectantes (por ejemplo lauril sulfato sédico). Los
comprimidos pueden recubrirse por métodos bien conocidos en la técnica.

Las sHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de las mismas o derivados farmacéuticamente acepta-
bles pueden prepararse con vehiculos que protejan la glicoproteina soluble frente a la eliminacién rapida del cuerpo,
tal como formulaciones de liberacidon temporalizada o recubrimientos. Las composiciones pueden incluir otros agentes
farmacéuticamente eficaces conocidos en la técnica general por ser valiosos en el tratamiento de una o mas de las en-
fermedades o afecciones médicas, incluyendo, pero sin limitacidén, un agente quimioterdpico, un agente analgésico, un
agente antiinflamatorio, un agente antimicrobiano, un agente amebicida, un agente tricomonicida, un agente antipar-
kinsoniano, un agente antimaldrico, un agente anticonvulsivante, un agente antidepresor, un agentes antiartritico, un
agente antifingico, un agente antihipertensor, un agente antipirético, un agente antiparasitario, un agente antihistami-
nico, un agente agonista alfa-adrenérgico, un agente alfa-bloqueante, un agente anestésico, un agente broncodilatador,
un agente biocida, un agente bactericida, un agente bacteriostatico, un agente bloqueante beta-adrenérgico, un agente
bloqueante de canales de calcio, un agente farmacoldgico cardiovascular, un agente anticonceptivo, un agente des-
congestivante, un agente diurético, un agente depresor, un agente de diagndstico, un agente electrolitico, un agente
hipnético, un agente hormonal, un agente hiperglucemiante, un agente relajante muscular, un agente de contraccién
muscular, un agente oftdlmico, un agente parasimpaticomimético, un agente energizante psiquico, un agente oftdlmico,
un agente parasimpaticomimético, un agente energizante psiquico, un agente sedante, un agente simpaticomimético,
un agente tranquilizante, un agente urinario, un agente vaginal, un agente viricida, un agente vitaminico, un agente
antiinflamatorio no esteroideo, un agente inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina, un polipéptido, una
proteina, un 4cido nucleico, un farmaco, un profirmaco, una molécula organica y un inductor del suefio para obtener
combinaciones de propiedades deseadas. Debe entenderse que dicha terapia de combinacién constituye un aspecto
adicional de las composiciones y métodos de tratamiento proporcionados en este documento.

1. Composiciones para administracion oral

Las formas de dosificacién farmacéutica orales son sélidas, en gel o liquidas. Las formas de dosificacién sélidas son
comprimidos, cdpsulas, gradnulos y polvos a granel. Los tipos de comprimidos orales incluyen grageas y comprimidos
masticables preparados por compresion que pueden presentar un recubrimiento entérico, recubrimiento con azicar o
recubrimiento con pelicula. Las cdpsulas pueden ser cdpsulas de gelatina duras o blandas, mientras que los granulos
y polvos pueden proporcionarse en forma no efervescente o efervescente con la combinacién de otros ingredientes
conocidos por los especialistas en la técnica.
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Las composiciones farmacéuticas que contienen una SHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de la
misma pueden estar en forma liquida, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones o pueden presentarse como un
producto farmacoldgico para reconstitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes del uso. Dichas preparaciones
liquidas pueden prepararse por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes
de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes
emulsionantes (por ejemplo, lecitina o goma arabiga); vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendras, ésteres
oleosos o aceites vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo, metil- o propil-p-hidroxibenzoatos o acido
sérbico).

En ciertas realizaciones, las formulaciones son formas de dosificacién sélidas, preferiblemente capsulas o com-
primidos. Los comprimidos, pildoras, cdpsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes
ingredientes o compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante; un diluyente; un agente disgregante; un lubrican-
te; un emoliente; un agente edulcorante; y un agente saporifero.

Los ejemplos de aglutinantes incluyen celulosa microcristalina, goma de tragacanto, solucién de glucosa, mucilago
de goma ardbiga, solucién de gelatina, sacarosa y pasta de almidén. Los lubricantes incluyen talco, almidén, estearato
de magnesio o de calcio, licopodio y 4cido estedrico. Los diluyentes incluyen, por ejemplo, lactosa, sacarosa, almidén,
caolin, sal, manitol y fosfato dicalcico. Los emolientes incluyen, pero sin limitacion, diéxido de silicio coloidal. Los
agentes disgregantes incluyen croscarmelosa sédica, almidon glicolato sédico, 4cido alginico, almidén de maiz, al-
midén de patata, bentonita, metilcelulosa, agar y carboximetilcelulosa. Los agentes colorantes incluyen, por ejemplo,
cualquiera de los colorantes FD y C solubles en agua certificados autorizados, mezclas de los mismos; y colorantes
FD y C insolubles en agua suspendidos en hidrato de alimina. Los agentes edulcorantes incluyen sacarosa, lactosa,
manitol y agentes edulcorantes artificiales tales como sacarina, y cualquier nimero de saporiferos secados por pulve-
rizacion. Los agentes saporiferos incluyen aromas naturales extraidos de plantas tales como frutas y mezclas sintéticas
de compuestos que producen una sensacién agradable, tales como, pero sin limitacién, menta y metilsalicilato. Los
agentes humectantes incluyen monoestearato de propilenglicol, monooleato de sorbitdn, monolaurato de dietilenglicol
y lauril éter de polioxietileno. Los recubrimientos eméticos incluyen dcidos grasos, grasas, ceras, goma laca, goma
laca tratada con amoniaco y acetato ftalatos de celulosa. Los recubrimientos de pelicula incluyen hidroxietilcelulosa,
carboximetilcelulosa sddica, polietilenglicol 4000 y acetato ftalato de celulosa.

Si se desea una administracién oral, la sHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de la misma podrian
proporcionarse en una composicién que la proteja del entorno dcido del estémago. Por ejemplo, la composicién puede
formularse en un recubrimiento entérico que mantenga su integridad en el estdémago y libere el compuesto activo en el
intestino. La composicién también puede formularse en combinacién con un antidcido u otro ingrediente de este tipo.

Cuando la forma unitaria de dosificacion es una capsula, puede contener, ademdas del material del tipo anterior, un
vehiculo liquido tal como un aceite graso. Ademds, las formas unitarias de dosificacion pueden contener diversos otros
materiales que modifiquen la forma fisica de la unidad de dosificacién, por ejemplo, recubrimientos de azicares y otros
agentes entéricos. Los compuestos también pueden administrarse como un componente de un elixir, suspension, jarabe,
oblea, rociado, goma de mascar o similar. Un jarabe puede contener, ademds de los compuestos activos, sacarosa como
agente edulcorante y ciertos conservantes, tintes y colorantes y aromas.

La sHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de la misma también pueden mezclarse con otros
materiales activos que no alteren la accion deseada o con materiales que complementen la accién deseada, tales como
antidcidos, bloqueantes H2 y diuréticos. El ingrediente activo es un compuesto o derivado farmacéuticamente aceptable
del mismo como se describe en este documento. Pueden incluirse concentraciones mayores de hasta el 98% en peso
del ingrediente activo.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluidos en comprimidos son aglutinantes, lubricantes, diluyentes,
agentes disgregantes, agentes colorantes, agentes saporiferos y agentes humectantes. Los comprimidos con recubri-
miento entérico, debido al recubrimiento entérico, resisten a la accion del dcido estomacal y se disuelven o disgregan
en el intestino neutro o alcalino. Los comprimidos recubiertos con azicares son comprimidos preparados por compre-
sion a los que se aplican diferentes capas de sustancias farmacéuticamente aceptables. Los comprimidos recubiertos
con pelicula son comprimidos preparados por compresion que se han recubierto con un polimero u otro recubrimiento
adecuado. Los comprimidos preparados por compresién multiple son comprimidos preparados por compresion gene-
rados mediante mds de un ciclo de compresién utilizando las sustancias farmacéuticamente aceptables mencionadas
anteriormente. Los agentes colorantes también pueden usarse en las formas de dosificacién anteriores. Los agentes sa-
poriferos y edulcorantes se usan en comprimidos preparados por compresion, comprimidos recubiertos con azicares,
preparados por compresién multiple y masticables. Los agentes saporiferos y edulcorantes son especialmente ttiles en
la formacién de comprimidos masticables y grageas.

Las formas de dosificacion oral liquidas incluyen soluciones acuosas, emulsiones, suspensiones, soluciones y/o
suspensiones reconstituidas a partir de granulos no efervescentes y preparaciones efervescentes reconstituidas a partir
de granulos efervescentes. Las soluciones acuosas incluyen, por ejemplo, elixires y jarabes. Las emulsiones son de
aceite en agua o de agua en aceite.

Los elixires son preparaciones hidroalcohdélicas transparentes, edulcoradas. Los vehiculos farmacéuticamente acep-
tables usados en elixires incluyen disolventes. Los jarabes son soluciones acuosas concentradas de un azicar, por
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ejemplo, sacarosa, y pueden contener un conservante. Una emulsién es un sistema de dos fases en el que un liquido se
dispersa en forma de pequefios glébulos por todo otro liquido. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables usados en
emulsiones son liquidos no acuosos, agentes emulsionantes y conservantes. Las suspensiones usan agentes de suspen-
sién farmacéuticamente aceptables y conservantes. Las sustancias farmacéuticamente aceptables usadas en granulos
no efervescentes que se reconstituirdn en una forma de dosificacion oral liquida incluyen diluyentes, edulcorantes y
agentes humectantes. Las sustancias farmacéuticamente aceptables usadas en grdnulos efervescentes que se recons-
tituirdn en una forma de dosificacién oral liquida incluyen 4cidos organicos y una fuente de diéxido de carbono. Se
usan agentes colorantes y saporiferos en todas las formas de dosificacién anteriores.

Los disolventes incluyen glicerina, sorbitol, alcohol etilico y jarabe. Los ejemplos de conservantes incluyen gliceri-
na, metilo y propilparabeno, dcido benzoico, benzoato sédico y alcohol. Los ejemplos de liquidos no acuosos utilizados
en emulsiones incluyen aceite mineral y aceite de algodén. Los ejemplos de agentes emulsionantes incluyen gelatina,
goma ardbiga, tragacanto, bentonita y tensioactivos tales como monooleato de polioxietilensorbitdn. Los agentes de
suspension incluyen carboximetilcelulosa sddica, pectina, tragacanto, Veegum y goma ardbiga. Los diluyentes inclu-
yen lactosa y sacarosa. Los agentes edulcorantes incluyen sacarosa, jarabes, glicerina y agentes edulcorantes artificia-
les tales como sacarina. Los agentes humectantes incluyen monoestearato de propilenglicol, monoleato de sorbitan,
monolaurato de dietilenglicol y lauril éter de polioxietileno. Los aditivos orgdnicos incluyen 4cido citrico y tartarico.
Las fuentes de diéxido de carbono incluyen bicarbonato sédico y carbonato sédico. Los agentes colorantes incluyen
cualquiera de los colorantes FD y C solubles en agua certificados autorizados y mezclas de los mismos. Los agentes
saporiferos incluyen aromas naturales extraidos de plantas tales como frutas y mezclas sintéticas de compuestos que
producen una sensacién saporifera agradable.

Para una forma de dosificacion sélida, la solucién o suspensién en, por ejemplo, carbonato de propileno, aceites
vegetales o triglicéridos se encapsula en una cdpsula de gelatina. Dichas soluciones y la preparacién y encapsulacién
de las mismas, se describen en las Patentes de Estados Unidos N° 4.328.245; 4.409.239 y 4.410.545. Para una forma
de dosificacion liquida, la solucién, por ejemplo, en un polietilenglicol puede diluirse con una cantidad suficiente de
un vehiculo liquido farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, agua, para medirse facilmente para su administracion.

Como alternativa, pueden prepararse formulaciones orales liquidas o semisélidas por disolucién o dispersion de la
SHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de la misma en aceites vegetales, glicoles, triglicéridos, ésteres
de propilenglicol (por ejemplo, carbonato de propileno) y otros vehiculos de este tipo y encapsularse estas soluciones
o suspensiones en carcasas de cdpsulas de gelatina duras o blandas. Otras formulaciones ttiles incluyen las expuestas
en las Patentes de Estados Unidos N° Re 28.819 y 4.358.603.

Las formulaciones adecuadas para administracién bucal (sublingual) incluyen, por ejemplo, grageas que contie-
nen la SHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de la misma en una base aromatizada, habitualmente
sacarosa, goma ardbiga o tragacanto; y pastillas que contienen el compuesto en una base inerte tal como gelatina y
glicerina o sacarosa y goma arabiga.

En todas las realizaciones, las formulaciones de comprimidos y cdpsulas pueden recubrirse como conocen los
especialistas en la técnica para modificar o sostener la disolucién del ingrediente activo. Por lo tanto, por ejemplo,
pueden recubrirse con un recubrimiento entéricamente digestible convencional tal como fenilsalicitalo, ceras y acetato
ftalato de celulosa.

2. Inyectables, Soluciones y Emulsiones

También se contempla en este documento la administracioén parenteral de la sHASEGP o un dominio hialuronidasa
humano soluble de la misma, generalmente caracterizada por inyeccidn, por via subcutdnea, intramuscular o intrave-
nosa. Los inyectables pueden prepararse en formas convencionales, como soluciones o suspensiones liquidas; formas
solidas adecuadas para solucion o suspension en un liquido antes de la inyeccién o como emulsiones. Los excipientes
adecuados son, por ejemplo, agua, solucion salina, dextrosa, glicerol o etanol. Ademds, si se desea, las composicio-
nes farmacéuticas a administrar también pueden contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares no téxicas
tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponantes del pH, estabilizantes, potenciadores de la
solubilidad y otros agentes de este tipo, tales como, por ejemplo, acetato sédico, monolaurato de sorbitdn, oleato de
trietanolamina y ciclodextrinas. La implantacion de un sistema de liberacién lenta o de liberacién sostenida, de modo
que se mantenga un nivel constante de dosificacién (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 3.710.795)
también se contempla en este documento. El porcentaje de la sSHASEGP o dominio hialuronidasa humano soluble
de la misma contenido en dichas composiciones parenterales dependen de la naturaleza especifica de las mismas, asi
como de la actividad del compuesto y de las necesidades del sujeto.

La administracion parenteral de las composiciones incluye administraciones intravenosas, subcutdnea e intramus-
cular. Las preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones estériles listas para inyeccion, productos
solubles secos estériles tales como polvos liofilizados, listos para combinarse con un disolvente o solucidn estéril justo
antes del uso, incluyendo comprimidos hipodérmicos, suspensiones estériles listas para inyeccion, productos insolu-
bles secos estériles listos para combinarse con un vehiculo justo antes del uso y emulsiones estériles. Las soluciones
pueden ser acuosas 0 no acuosas.
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Si se administran por via intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucidn salina fisiolégica o solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) y soluciones que contienen agentes espesantes y solubilizantes, tales como glucosa,
polietilenglicol y propilenglicol y mezclas de los mismos.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables usados en preparaciones parenterales incluyen vehiculos acuosos, ve-
hiculos no acuosos, agentes antimicrobianos, agentes isotdnicos, tampones, antioxidantes, anestésicos locales, agentes
de suspension y dispersion, agentes emulsionantes, agentes secuestrantes o quelantes y otras sustancias farmacéutica-
mente aceptables.

Los ejemplos de vehiculos acuosos incluyen Inyeccién de Cloruro Sédico, Inyeccion de Ringer, Inyeccién de Dex-
trosa Isotdnica, Inyeccion de Agua Estéril, Inyeccion de Ringer Dextrosa y Lactato. Los vehiculos parenterales no
acuosos incluyen aceites no voldtiles de origen vegetal, aceite de algodén, aceite de maiz, aceite de sésamo y aceite
de cacahuete. Los agentes antimicrobianos en concentraciones bacteriostcticas o fungistiticas deben afnadirse a pre-
paraciones parenterales envasadas en recipientes multidosis que incluyen fenoles o cresoles, mercuriales, alcohol ben-
cilico, clorobutanol, ésteres del dcido metil- y propil-p-hidroxibenzoico, tiomersal, cloruro de benzoalconio y cloruro
de benzetonio. Los agentes isotdnicos incluyen cloruro sédico y dextrosa. Los tampones incluyen fosfato y citrato.
Los antioxidantes incluyen bisulfato sddico. Los anestésicos locales incluyen clorhidrato de procaina. Los agentes
de suspension y dispersantes incluyen carboximetilcelulosa sédica, hidroxipropilmetilcelulosa y polivinilpirrolidona.
Los agentes emulsiones incluyen Polisorbato 80 (TWEEN® 80). Un agente secuestrante o quelante de iones metélicos
incluye EDTA. Los vehiculos farmacéuticos también incluyen alcohol etilico, polietilenglicol y propilenglicol para
vehiculos miscibles en agua e hidréxido de sodio, dcido clorhidrico, 4cido citrico o dcido l4ctico para ajuste del pH.

La concentracién del compuesto farmacéuticamente activo se ajusta de modo que una inyeccién proporciona una
cantidad eficaz para producir el efecto farmacoldgico deseado. La dosis exacta depende de la edad, peso y estado del
paciente o animal como se conoce en la técnica.

Las preparaciones parenterales unidosis se envasan en una ampolla, vial o jeringa con una aguja. Todas las prepa-
raciones para administracion parenteral deben ser estériles, como se conoce y se practica la técnica.

De forma ilustrativa, la infusion intravenosa o intraarterial de una solucién acuosa estéril que contiene un compues-
to activo es un modo eficaz de administracién. Otra realizacién es una solucién o suspension acuosa u oleosa estéril
que contiene un material activo inyectado seglin sea necesario para producir el efecto farmacolégico deseado.

Los inyectables se disefan para administracidn local y sistémica. Tipicamente una dosificacién terapéuticamente
eficaz se formula para que contenga una concentracion de al menos aproximadamente el 0,1% p/p hasta aproximada-
mente el 90% p/p o mds, preferiblemente mds del 1% p/p del compuesto activo del tejido o tejidos tratados. El ingre-
diente activo, tal como una SHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de la misma puede administrarse
de una vez o puede dividirse en varias dosis mas pequefias que se administrardn a intervalos de tiempo. Se entiende
que la dosificacion exacta y la duracién del tratamiento estdn en funcién del tejido que se trate y pueden determinarse
empiricamente usando protocolos de ensayo conocidos o por extrapolacién a partir de datos de ensayo in vivo o in vi-
tro. Debe sefnalarse que las concentraciones y valores de dosificacion también pueden variar con la edad del individuo
tratado. Debe entenderse ademds que para cualquier sujeto particular, los regimenes de dosificacién especificos debe-
rian ajustarse con el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el juicio profesional de la persona que administre
o supervise la administracién de las formulaciones, y que los intervalos de concentracién expuestos en este documen-
to son ejemplares solamente y no pretenden limitar al alcance o la practica de las formulaciones reivindicadas.

Los compuestos proporcionados en este documento pueden formularse por administracién parenteral mediante
inyeccion, por ejemplo, mediante inyeccién embolada o infusién continua. Las formulaciones para inyeccién pueden
presentarse en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en envases multidosis, con un conservan-
te afiadido. Las composiciones pueden ser suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos
y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Como
alternativa, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para reconstitucion con un vehiculo adecuado, por
ejemplo, agua apir6gena estéril u otros disolventes antes del uso. Por ejemplo, se proporcionan en este documento for-
mulaciones parenterales que contienen una cantidad eficaz de SHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble
de la misma, tal como de 500 a 500.000 Unidades, en una solucion estabilizada o una forma liofilizada.

El compuesto puede suspenderse en forma micronizada u otra forma adecuada o puede derivatizarse para producir
un producto activo mds soluble o para producir un profdrmaco. La forma de la mezcla resultante depende de varios
factores, incluyendo el modo deseado de administracién y la solubilidad del compuesto en el vehiculo o excipiente
seleccionado. La concentracion eficaz es suficiente para mejorar los sintomas de la afeccién y puede determinarse
empiricamente.

3. Polvos Liofilizados
También se proporcionan en este documento polvos liofilizados que contienen SHASEGP o un dominio hialuro-
nidasa humano soluble de la misma que pueden reconstituirse para la administracion como soluciones, emulsiones y

otras mezclas. Estas formulaciones también pueden reconstituirse y formularse como sélidos o geles.
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El polvo estéril, liofilizado se prepara por disolucién de una porcién sélida de o mezcla de una alicuota de una solu-
cién que contiene una SHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de la misma en un disolvente adecuado.
El disolvente puede contener un excipiente que mejore la estabilidad u otro componente farmacoldgico del polvo o
solucidén reconstituida preparada a partir del polvo. Los excipientes que pueden usarse incluyen, pero sin limitacion,
dextrosa, sorbitol, fructosa, jarabe de maiz, xilitol, glicerina, glucosa, sacarosa, lactosa u otro agente adecuado. El
disolvente también puede contener un tampodn, tal como citrato, fosfato de sodio o potasio u otro tampén de este tipo
conocido por los especialistas en la técnica tipicamente a un pH aproximadamente neutro. La esterilizacion por filtra-
cion posterior de la solucién seguida de liofilizacién en condiciones convencionales conocidas por los especialistas en
la técnica proporciona la formulacién liofilizada. Generalmente, la solucién resultante de la filtracidn estéril se reparte
en viales para su liofilizacién. Cada vial puede contener una sola dosificacidn, tal como 10-1000 mg o 100-500 mg o
muiltiples dosificaciones del compuesto.

En resumen, el polvo liofilizado se prepara por disolucién de dextrosa, sorbitol, fructosa, jarabe de maiz, xilitol,
glicerina, glucosa, sacarosa, lactosa u otro agente adecuado, aproximadamente el 1-20% en un tampoén adecuado, tal
como citrato, fosfato de sodio o potasio u otro tampdn de este tipo conocido por los especialistas en la técnica a un
pH aproximadamente neutro. Después, se aflade una sal seleccionada, tal como, por ejemplo, la sal de sodio de la
SHASEGP (aproximadamente 1 g de la sal por 10-100 g de la solucién de tampdn, tipicamente aproximadamente 1
2/30 g) a la mezcla resultante por encima de la temperatura ambiente, tal como a aproximadamente 30-35°C y se agita
hasta que se disuelve. La mezcla resultante se diluye por adiciéon de mds tampon, para disminuir la concentracién
resultante de la sal en aproximadamente el 10-50%, tipicamente aproximadamente el 15-25%. La mezcla resultante
se esteriliza por filtracién o se trata para eliminar particulados y para asegurar la esterilidad y se reparte en viales para
su liofilizacién. El polvo liofilizado puede almacenarse en condiciones apropiadas, tales como a de aproximadamente
4°C a temperatura ambiente.

La reconstitucién de este polvo liofilizado con agua para inyeccién proporciona una formulacién para el uso en la
administracion parenteral. Para reconstitucion, se afiade una cantidad terapéuticamente eficaz del polvo liofilizado que
contiene una SHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de la misma por mililitro de agua estéril u otro
vehiculo adecuado. La cantidad exacta depende del compuesto seleccionado y puede determinarse empiricamente por
métodos conocidos por los especialistas en la técnica.

4. Administracion topica

Se preparan mezclas topicas como se describe para la administracion local y sistémica. La mezcla resultante puede
ser una solucién, suspension, emulsiones o similares y se formulan como cremas, geles, pomadas, emulsiones, solucio-
nes, elixires, lociones, suspensiones, tinturas, pastas, espumas, aerosoles, irrigaciones, pulverizaciones, supositorios,
vendas, parches dérmicos o cualquier otra formulacion adecuada para la administracion topica.

Las composiciones de SHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de la misma o derivados farmacéu-
ticamente aceptables de la misma pueden formularse como aerosoles para aplicacion tépica, tal como por inhalacién
(véase, por ejemplo, Patentes de Estados Unidos N° 4.404.126, 4.414.209 y 4.264.923, que describen aerosoles pa-
ra el suministro de un esteroide util para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, particularmente asma). Estas
formulaciones para administracién en el tracto respiratorio pueden ser en forma de un aerosol o solucién para un ne-
bulizador, o como un polvo microfino para insuflacién, en solitario o en combinacién con un vehiculo inerte tal como
lactosa. En tal caso, las particulas de la formulacién tendran tipicamente didmetros de menos de 50 micrémetros, tal
como de menos de 10 micrémetros.

Para la administracién por inhalacién, las composiciones para uso en este documento pueden suministrarse en for-
ma de una presentacion de pulverizacién en aerosol a partir de envases presurizados o de un nebulizador, con el uso de
un propulsor adecuado, incluyendo, pero sin limitacién, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluo-
roetano, diéxido de carbono y otros gases adecuados. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacién
puede determinarse proporcionando una vélvula para suministrar una cantidad medida. Las cdpsulas y cartuchos de,
por ejemplo, gelatina, para el uso en un inhalador o insuflador pueden formularse de forma que contengan una mezcla
en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

Las composiciones pueden formularse para aplicacion local o tépica, tal como para aplicacién tépica en la piel y
membranas mucosas, tal como en el ojo, en forma de geles, cremas y lociones y para aplicacioén en el ojo o para apli-
cacion intracisternal o intraespinal. La administracion tépica se contempla para el suministro transdérmico y también
para la administracién en los ojos 0 mucosa o para terapias de inhalacién. También pueden administrarse soluciones
nasales del compuesto activo en solitario o en combinacidn con otros excipientes farmacéuticamente aceptables.

Por ejemplo, las formulaciones adecuadas para aplicacion tépica en la piel o en el ojo se formulan generalmente
como una pomada, crema, locidn, pastas, gel, pulverizacidn, aerosol y aceite. Los vehiculos que pueden usarse inclu-
yen vaselina, lanolina, polietilenglicoles, alcoholes y combinaciones de dos o mds de los mismos. Las formulaciones
tépicas pueden contener ventajosamente ademas del 0,05 al 15 por ciento en peso de espesantes, incluyendo, pero sin
limitacién, hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa, polivinilpirrolidona, alcohol polivinilico, poli(alquilenglicoles),
poli/hidroxialquilo, (met)acrilatos o poli(met)acrilamidas. Una formulacién tépica se aplica con frecuencia por insti-
lacién o como una pomada en el saco conjuntival. También puede usarse para irrigacién o lubricacién del ojo, senos
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faciales y meato auditorio externo. Las formulaciones tépicas en el estado liquido también pueden estar presentes en
una matriz polimérica tridimensional hidréfila en forma de una tira, lente de contacto y similar a partir de la que se
liberan los componentes activos. También puede inyectarse en la cAmara anterior del ojo y otros lugares. Por ejemplo,
en este documento se proporciona una formulacién para uso intraocular después de la inyeccién de un compuesto
viscoeldstico que contiene una solucién estabilizada de una cantidad eficaz de una SHASEGP o un dominio hialuro-
nidasa humano soluble de la misma, tal como de 1 a 5000 Unidades de la glicoproteina soluble con de 30 a 150.000
Unidades/mg de actividad especifica en un volumen pequefio, tal como de 5 a 50 ul.

Estas soluciones, particularmente las destinadas para uso oftdlmico, pueden formularse como soluciones isotonicas
al 0,01%-10%, a un pH de aproximadamente 5-7 con sales apropiadas.

5. Composiciones para Otras Vias de Administracion

Otras vias de administracidn, tales como aplicacién topica, parches transdérmicos, y administracién rectal también
se contemplan en este documento.

Por ejemplo, son formas de dosificacién farmacéutica para administracién rectal supositorios rectales, cdpsulas
y comprimidos para efecto sistémico. Los supositorios rectales que se usan en este documento se refieren a cuerpos
sOlidos para insercion en el recto que se funden o ablandan a temperatura corporal liberando uno o més ingredientes
farmacoldgicamente o terapéuticamente activos. Las sustancias farmacéuticamente aceptables utilizadas en suposito-
rios rectales son bases o vehiculos y agentes para aumentar el punto de fusién. Los ejemplos de bases incluyen manteca
de cacao (aceite de teobroma), glicerina-gelatina, carbowax (polioxietilenglicol) y mezclas apropiadas de mono-, di- y
triglicéridos de acido grasos. Pueden usarse combinaciones de diversas bases. Los agentes para aumentar el punto de
fusién de supositorios incluyen esperma de ballena y cera. Pueden prepararse supositorios rectales mediante el método
de compresion o por moldeo. El peso tipico de un supositorio rectal es de aproximadamente 2 a 3 g.

Los comprimidos y cdpsulas para administracion rectal se fabrican usando la misma sustancia farmacéuticamente
aceptable y por los mismos métodos como para formulaciones para administracién oral.

Las formulaciones adecuadas para administracién transdérmica pueden presentarse como parches separados adap-
tados para permanecer en contacto intimo con la epidermis del receptor durante un periodo de tiempo prolongado.
Dichos parches contienen convenientemente el compuesto activo como una solucién acuosa opcionalmente tampona-
da de, por ejemplo, una concentracién de 0,1 a 0,2 M con respecto al compuesto activo. Las formulaciones adecuadas
para la administracién transdérmica también pueden suministrarse por iontoforesis (véase, por ejemplo, Pharmaceuti-
cal Research 3 (6): 318 (1986)) y tipicamente adoptan la forma de una solucién acuosa opcionalmente tamponada del
compuesto activo.

Las composiciones farmacéuticas también pueden administrarse por medios de liberacién controlada y/o dispo-
sitivos de suministro (véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N°: 3.536.809; 3.598.123; 3.630.200;
3.845.770; 3.847.770; 3.916.899; 4.008.719; 4.687.610; 4.769.027; 5.059.595; 5.073.543; 5.120.548; 5.354.566;
5.591.767; 5.639.476; 5.674.533 y 5.733.566). Los compuestos activos o derivados farmacéuticamente aceptables
pueden prepararse con vehiculos que protejan al compuesto frente a la eliminacién rdpida del cuerpo, tal como formu-
laciones de liberacién temporalizada o recubrimientos.

En una realizacién de las composiciones y métodos proporcionados en este documento, el agente terapéutico
se administra localmente en un vehiculo de suministro de liberacion lenta, por ejemplo, encapsulado en un sistema
de dispersién coloidal o en cristales estabilizados por polimero. Los sistemas de dispersioén coloidal ttiles incluyen
nanocdpsulas, microesferas, perlas y sistemas basados en lipidos, incluyendo emulsiones de aceite en agua, micelas,
micelas mixtas y liposomas. Por ejemplo, el sistema de dispersion coloidal puede ser un liposoma o una microesfera.
Los liposomas son vesiculas de membrana artificiales que son titiles como vehiculos de suministro de liberacion lenta
cuando se inyectan o implantan. Algunos ejemplos de conjugados de lipido-polimero y liposomas se describen en la
Patente de Estados Unidos N° 5.631.018, que se incorpora en este documento como referencia en su totalidad. Otros
ejemplos de vehiculos de suministro de liberacion lenta son matrices de hidrogel biodegradables (Patente de Estados
Unidos N° 5.041.292) conjugados de polimeros dendriticos (Patente de Estados Unidos N°® 5.14.166), y liposomas
multivesiculares (Depofoam®. Depotech, San Diego, CA) (Patente de Estados Unidos N°® 5.723.147 y 5.766.627).
Un tipo de microesferas adecuado para encapsular agentes terapéuticos para inyeccién local (por ejemplo, en tejido
subdérmico) son microesferas de poli(D,L)lactida como se describen en D. Fletcher, Anesth. Analg. 84: 90-94, (1997).
Por ejemplo, puede emplearse una formulacion de liberacidn lenta que contiene una cantidad eficaz de sHASEGP o un
dominio hialuronidasa humano soluble de la misma, tal como de 1 a 5000 Unidades/ml para diversos usos o para tratar
diversas afecciones, incluyendo, pero sin limitacién, formulaciones cosméticas y tratamiento de lesiones de médula
espinal.

Pueden mantenerse niveles sanguineos deseables mediante una infusién continua del agente activo como se deter-
mina por niveles plasméticos. Deberia sefalarse que el médico adjunto sabria como y cudndo terminar, interrumpir o
ajustar una terapia a una menor dosificacién debido a toxicidad o disfunciones de la médula 6sea, higado o rifién. Por
el contrario, el médico adjunto también sabria cémo y cudndo ajustar el tratamiento a mayores niveles si la respuesta
clinica no es adecuada (excluyendo efectos secundarios téxicos).
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La eficacia y/o toxicidad del polipéptido sHASEGP y/o su inhibidor o inhibidores en solitario o en combinacién
con otros agentes, tales como agentes terapéuticamente eficaces, también pueden evaluarse por los métodos conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, O & Apos; Reilly, Investigational New Drugs 15: 5-13 (1997)).

6. Articulos de fabricacion

Los polipéptidos SHASEGP o dominios hialuronidasa humanos solubles de los mismos o composiciones que
contienen cualquiera de los agentes anteriores pueden envasarse como articulos de fabricacion que contienen material
envasado, un compuesto o un derivado adecuado del mismo proporcionado en este documento, que es eficaz para
el tratamiento de una enfermedad o trastorno contemplado en este documento, dentro del material de envasado, y un
marcador que indica que el compuesto o un derivado adecuado del mismo esta para tratar las enfermedades o trastornos
contemplados en este documento. El marcador puede incluir opcionalmente los trastornos para los que se garantiza la
terapia.

Los articulos de fabricacién proporcionados en este documento contienen materiales de envasado. Los materiales
de envasado para uso en el envasado de productos farmacéuticos son bien conocidos por los especialistas en la técnica
(véase, por ejemplo, Patentes de Estados Unidos N° 5.323.907, 5.052.558 y 5.033.352). Los ejemplos de materiales de
envasado farmacéuticos incluyen, pero sin limitacion, envases tipo blister, frascos, tubos, inhaladores, bombas, bolsas,
viales, recipientes, jeringas, frascos y cualquier material de envasado adecuado para una formulacién seleccionada
y un modo deseado de administracién y tratamiento. Se contempla una amplia serie de formulaciones de los com-
puestos y composiciones proporcionadas en este documento, asi como una diversidad de tratamientos para cualquier
trastorno en el que esté implicada una infeccién por HCV como mediador o elemento de contribucién a los sintomas
0 causa.

También se proporcionan en este documento kits que contienen las composiciones y/o las combinaciones con
instrucciones para la administracién de las mismas. El kit puede incluir ademds una aguja o jeringa, tipicamente
envasada en forma estéril, para inyeccién del complejo y/o una almohadilla de alcohol envasada. Opcionalmente se
incluyen instrucciones para la administracién del agente activo por un clinico o por el paciente. Por ejemplo, en este
documento se proporciona un kit que contienen una jeringa de volumen pequefio con una cantidad eficaz de sHASEGP
o un dominio hialuronidasa humano soluble de la misma, tal como de 1 a 5000 Unidades de la glicoproteina soluble, en
un volumen de 5 a 50 ul, que contiene opcionalmente una segunda jeringa que contiene un compuesto viscoeldstico.
También se proporciona en este documento un kit que contiene una jeringa de volumen pequefio que contiene una
cantidad eficaz de SHASEGP o un dominio hialuronidasa humano soluble de la misma, tal como de 1 a 500 Unidades
de la glicoproteina soluble y una cantidad terapéutica de un segundo ingrediente activo, tal como un farmaco, una
molécula pequena, una proteina o un dcido nucleico.

K. Modelos animales

Se proporcionan en este documento modelos animales transgénicos y animales, tales como roedores, incluyendo
ratones y ratas, vacas, pollos, cerdos, cabras, ovejas, monos, incluyendo gorilas y otros primates. En particular, se pro-
porcionan animales transgénicos no humanos que contienen un 4cido nucleico heterélogo que codifica un polipéptido
SHASEGP o un animal transgénico en el que se ha alterado la expresién del polipéptido, tal como por sustituciéon
o modificacién de la regién promotora u otra region reguladora del gen enddgeno. Dicho animal puede producirse
promoviendo la recombinacion entre dcidos nucleicos endégenos y un gen de sHASEGP exdgeno que podria sobreex-
presarse o expresarse de forma errénea, tal como por expresion bajo un promotor fuerte, mediante un acontecimiento
de recombinacién homdloga o de otro tipo.

Pueden producirse animales transgénicos introduciendo el dcido nucleico usando cualquier método conocido de
suministro, incluyendo, pero sin limitacién, microinyeccion, lipofeccién y otros modos de suministro de genes en una
célula de linea germinal o célula somatica, tal como una célula madre embrionaria. Tipicamente el 4dcido nucleico se
introduce en una célula, tal como una célula madre embrionaria (ES), seguida de inyeccién de las células ES en un
blastocisto e implantacion del blastocisto en una madre de acogida, que se sigue del nacimiento de un animal trans-
génico. Generalmente, la introduccién de una molécula de 4cido nucleico heter6loga en un cromosoma del animal se
produce mediante una recombinacién entre el 4cido nucleico codificante de SHASEGP heterélogo y un dcido nucleico
endégeno. El 4cido nucleico heterélogo puede dirigirse a un cromosoma especifico. En algunos casos, pueden produ-
cirse animales knock out. Dicho animal puede producirse inicialmente promoviendo la recombinacién homoéloga entre
un gen de polipéptido sSHASEGP en su cromosoma y un gen de polipéptido sSHASEGP exdgeno que se ha inactivado
biolégicamente (tipicamente por insercién de una secuencia heteréloga, por ejemplo, un gen de resistencia a antibio-
tico). En una realizacidn, esta recombinacién homéloga se realiza por transformacion de células madre obtenidas de
embriones (ES) con un vector que contiene el gen de polipéptido sHASEGP inactivado por insercion, de modo que
se produce una recombinacién homdéloga, seguido de inyeccidn de las células ES en un blastocisto e implantacién del
blastocisto en una madre de acogida, seguido del nacimiento del animal quimérico (“animal knock out”) n el que se ha
inactivado un gen de polipéptido sHASEGP (véase Capecchi, Science 244: 1288-1292 (1989)). El animal quimérico
puede reproducirse para producir animales knock out homocigotos que después pueden usarse para producir animales
knock out adicionales. Los animales knock out incluyen, pero sin limitacion, ratones, hamsteres, ovejas, cerdos, ga-
nado y otros mamiferos no humanos. Por ejemplo, se produce un ratén knock out. Los animales resultantes pueden
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servir como modelos de enfermedades especificas, tales como canceres, que presentan subexpresion de un polipéptido
SHASEGP. Dichos animales knock out pueden usarse como modelos animales de dichas enfermedades, por ejemplo,
para explorar o ensayar moléculas para determinar la capacidad para tratar o prevenir dichas enfermedades o trastornos.

También pueden producirse otros tipos de animales transgénicos incluyendo los que sobreexpresan el polipéptido
SHASEGP. Dichos animales incluyen animales “knock in” que son animales en los que el gen normal se sustituye
por una variante, tal como un mutante, una forma sobreexpresada u otra forma. Por ejemplo, el de una especie, tal
como un gen endégeno de roedor, puede sustituirse por el gen de otra especie, tal como de un ser humano. También
pueden producirse animales por recombinacién no homoéloga en otros sitios en un cromosoma; incluyendo animales
que tienen una pluralidad de acontecimientos de integracion.

Después de la produccién de la primera generacién de animales transgénicos, puede reproducirse un animal quimé-
rico para producir animales adicionales que sobreexpresen o expresen erréneamente polipéptidos SHASEGP. Dichos
animales incluyen, pero sin limitacién, ratones, hamsteres, ovejas, cerdos, ganado y otros mamiferos no humanos.
Los animales resultantes pueden servir como modelos de enfermedades especificas tales como cédnceres, que presen-
tan sobreexpresion o expresion errénea de un polipéptido SHASEGP. Dichos animales pueden usarse como modelos
animales de dichas enfermedades, por ejemplo, para explorar o ensayar moléculas para determinar la capacidad para
tratar o prevenir dichas enfermedades o trastornos. En una realizacién especifica, se produce un ratén que sobreexpresa
o expresa erroneamente un polipéptido SHASEGP.

Los siguientes ejemplos se incluyen para fines ilustrativos solamente y no pretenden limitar el alcance de la inven-
cién.

L. Usos terapéuticos de sHASEGP

Las enzimas hialuronidasas de origen natural de mataderos han sido la fuente principal de preparaciones enzima-
ticas clinicas durante mds de cuarenta afios. Los testiculos bovinos y ovinos son la principal fuente de este material.
Sin embargo, estas preparaciones enzimaticas clinicas son muy brutas, se comercializan en preparaciones que varian
del 0,5-5% de pureza basdndose en actividades especificas conocidas entre 30-100.000 Unidades/mg. Por lo tanto,
su carencia de pureza combinada con su origen de matadero, las deja tanto como inmunogénicas para seres humanos
como una fuente potencial de enfermedad de Creutzfeld Jacob y otros patégenos bovinos y ovinos. Se sabe que se dan
reacciones anafildcticas contra preparaciones de hialuronidasa bovina y ovina.

Se ha usado hialuronidasa obtenida de ganado o de bacterias en el tratamiento de enfermedades asociadas con dcido
hialurénico en exceso y para aumentar la circulacién de fluidos fisioldgicos y/o agentes terapéuticos. Por ejemplo,
puede coinyectarse hialuronidasa bovina con anestesia en los bloques peribulbar, retrobulbar y subtenoniano para
procedimientos quirdrgicos oftdlmicos. Ademads, aparecen complicaciones quirirgicas aumentadas en su ausencia
(Brown SM et al. J Cataract Refract Surg. Sep 1999; 25(9): 1245-9). La hialuronidasa bovina también se usa como
un antidoto para la necrosis local a partir de la inyeccién paravenosa de sustancias necréticas tales como alcaloides
de la vinca (Few, B.J. (1987) Amer. J. Matern. Child Nurs. 12,23-26). La hialuronidasa de testiculos bovinos también
es util para el tratamiento de gangliones quisticos (Pauletal. J Hand Surg Abril 1997; 22 (2): 219-21). También puede
usarse hialuronidasa para facilitar el suministro subcutdneo de liquidos en la hipodermoclisis (Berger EY, Am Geriatr
Soc Marzo 1984; 32 (3): 199-203). También se ha utilizado la hialuronidasa para reducir la presion intraocular en los
ojos de pacientes con glaucoma y pacientes con cataratas que reciben compuestos viscoeldsticos (Patente de Estados
Unidos N° 4.820.516 expedida el 11 de abril de 1989).

También se han usado hialuronidasas obtenidas de ganado o de bacterias como un “agente de propagacién” para
aumentar la actividad de compuestos quimioterdpicos y/o la accesibilidad de tumores a quimioterapicos (Schuller et
al., 1991, Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 32: 173, resumen n° 1034; Czejka et al., 1990, Pharmazie 45: H.9). La
quimioterapia de combinacion con hialuronidasa es eficaz en el tratamiento de una diversidad de canceres incluyendo
céancer de vejiga urinaria (Horn et al., 1985, J. Surg. Oncol. 28: 304-307), carcinoma de células escamosas (Kohno
et al., 94, J. Cancer Res. Oncol. 120: 293-297), cancer de mama (Beckenlehner et al., 1992, J. Cancer Res. Oncol.
118: 591-596) y céancer gastrointestinal (Scheithauer et al., 1988, Anticancer Res. 8: 391-396). La hialuronidasa es
eficaz como el Unico agente terapéutico en el tratamiento de cancer cerebral (gliomas) (Solicitud PCT publicada N°
WO088/02261, publicada el 7 de abril de 1988). La administracién de hialuronidasa también induce sensibilidad de
tumores anteriormente resistentes a quimioterapia del pancreas, estomago, colon, ovarios y mama (Baumgartneretal.,
1988, Reg. Cancer Treat. 1: 55-58; Zankeretal., 1986, Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 27: 390). Desafortunadamente,
los contaminantes y la naturaleza no humana de dichas hialuronidasas dan como resultado reacciones anafi lacticas.
Ademds de sus efectos anticancerosos indirectos, la hialuronidasa obtenida de ganado tiene efectos anticarcinégenos
directos. La hialuronidasa impide el desarrollo de tumores trasplantados en ratones (De Maeyer et al., 1992, Int. J.
Cancer 51: 657-660) e inhibe la formacién de tumores tras la exposicién carcinégenos (Pawlowski et al., 1979, Int.
J. Cancer 23: 105-109; Haberman et al., 1981, Proceedings of the 17th Annual Meeting of the American Society of
Clinical Oncology, Washington, D.C., 22: 105, resumen n°® 415).

Dado el valor de hialuronidasas obtenidas de ganado como compuesto terapéutico, particularmente en quimiotera-
pia junto con quimioterdpicos convencionales o como quimioterdpico por si mismo, existe la necesidad en el campo de
preparaciones sustancialmente puras de hialuronidasa de origen humano. También existe la necesidad de métodos efi-
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caces y rentables de preparar hialuronidasa para proporcionar cantidades comercialmente significativas de la enzima.
La presente invencién aborda estos problemas.

El 4cido hialurénico es un componente esencial de la matriz extracelular. El 4cido hialurénico se encuentra en el
tejido conjuntivo de mamiferos y es el constituyente principal del humor vitreo del ojo. En el tejido conjuntivo, el agua
de hidratacion asociada con el dcido hialurénico genera espacios entre tejidos, generando de este modo un entorno que
lleva al movimiento y a la proliferaciéon celular. El 4cido hialurénico desempefia un papel clave en los fenémenos
biolégicos asociados con la motilidad celular incluyendo desarrollo rapido, regeneracidn, reparacién, embriogénesis,
desarrollo embrionario, cicatrizacion de heridas, angiogénesis y oncogénesis (Toole, 1991, Cell Biol. Extracell. Matrix,
Hay (ed), Plenum Press, Nueva York, 1384-1386; Bertrand et al., 1992, Int. J. Cancer 52: 1-6; Knudson et al., 1993,
FASEB J. 7: 1233-1241). Ademas, los niveles de dcido hialurénico se correlacionan con la agresividad tumoral (Ozello
et al., 1960, Cancer Res. 20: 600-604; Takeuchi et al., 1976, Cancer Res. 36:2133-2139; Kimata et al., 1983, Cancer
Res. 43: 1347-1354).

Después de una lesion de la médula espinal, se producen cicatrices gliales por astrocitos y contienen proteoglicanos
de sulfato de condroitina (CSPG). Los CSPG desempefian un papel crucial en la inhibicién del crecimiento de axones
(Levine, 1994; Powell et al.), por ejemplo, durante el desarrollo fetal, los CSPG repelen axones e inhiben la adhesion
de células neuronales. Los CSPG también desempefian un papel importante en la formacién de limites (Snow et al.,
1990, 1992; Powell y Geller, 1999). Ademads, la expresion de CSPG aumenta después de una lesion del CNS (Mckeon
et al., 1991; Davies et al., 1997).

Los estudios indican que los efectos inhibidores de CSPG se deben principalmente a la cadena de azicar de glico-
saminoglicano (GAG) de sulfato de condroitina (CS) (Snow et al., 1990; Cole y McCable, 1991; Geisert y Bidanset,
1993). Esto se confirma por el descubrimiento de que la administracién de condroitinasa bacteriana promueve de he-
cho la regeneracioén de axones cuando se administra por via intratecal. Ademads, los experimentos electrofisiolégicos
determinaron que los axones CST regenerados establecian conexiones funcionales (Bradbury, et al 2002). Ademads de
sus efectos inhibidores directos, los CSGP también podian interaccionar con moléculas de adhesién celular o factores
neurotrdficos para influir en la extension de neuritas (Roberts ef al., 1988; Ruoslahti y Yamaguchi, 1991; Milev et al.,
1994). Por lo tanto, las hialuronidasas de mamifero recombinantes son utiles para invertir la inhibicién de CSPG en la
cicatriz glial y para promover la regeneracién de axones después de una lesion.

La cantidad de SHASEGP necesaria para degradar lo suficiente CSPG en la cicatriz glial variara. En algunos casos
la administracién repetida de 10-5000 Unidades de sHASEGP por suministro intratecal serd necesaria para eliminar
los CSPG en la cicatriz. En otros casos, puede preferirse la liberacion sostenida de SHASEGP a través del uso de
una formulacion de liberacion lenta. Como alternativa, la administracion de vectores de terapia génica que codifican
sHASEGP puede ser eficaz para aumentar la eliminacién de CSPG.

También pueden utilizarse SHASEGP para el tratamiento de discos herniados en un proceso conocido como qui-
mionucleolisis. La condroitinasa ABC y la enzima que escinde sustratos similares a SHASEGP pueden inducir la
reduccion de la presion intradiscal en la médula lumbar. (Sasaki et al., 2001, Ishikawa et al., 1999). Existen tres tipos
de lesiones de disco. Un disco protruido es uno que estd intacto pero que sobresale. En un disco extruido, la envuelta
fibrosa se ha roto y el NP rezuma, pero todavia estd conectado al disco. En un disco secuestrado, se ha desprendido
un fragmento del NP del disco y estd libre en el canal espinal. La quimionucleolisis es eficaz en discos protruidos y
extruidos, pero no en lesiones de disco secuestrado. En los Estados Unidos, la quimionucleolisis estd autorizada sola-
mente para el uso en la médula lumbar (inferior). En otros paises, también ha tenido éxito para tratar hernias cervicales
(de médula superior). La quimionucleolisis es por lo tanto una alternativa conservativa a la cirugia de disco cuando es
preferible para reducir la presion de disco.

La composicién exacta y estructura de la cadena o cadenas de carbohidrato en una glicoproteina puede influir
directamente en su vida en suero, puesto que las células en el higado y el sistema reticuloendotelial pueden unirse
e internalizar glicoproteinas circulantes con carbohidratos especificos. Los hepatocitos tienen receptores en sus su-
perficies que reconocen cadenas de oligosacdridos con restos Gal terminales (es decir, el extremo o extremos mas
externos de glicanos respecto al polipéptido), los macréfagos contienen receptores para restos Man o GIcNAc termi-
nales y los hepatocitos y linfocitos tienen receptores para restos fucosa expuestos. Sin embargo, no se han encontrado
receptores especificos de acido sidlico. Aunque algo dependiente de la disposicién espacial de los oligosacaridos, co-
mo norma general, cuanto mayor el niimero de restos de azicares expuestos reconocidos por receptores de superficie
celular en el higado y el sistema reticuloendotelial, mas rapidamente se aclarard una glicoproteina del suero. Debido
a la ausencia de receptores especificos de 4cido sidlico, sin embargo, los oligosacdridos con todas sus ramificaciones
terminadas o “protegidas terminalmente” con 4cido sidlico no promoveran el aclaramiento de la proteina a la que
estén unidos.

La presencia y naturaleza de la cadena o cadenas de oligosacdridos en una glicoproteina también puede afectar a
propiedades bioquimicas importantes ademds de su reconocimiento por receptores especificos de azicares en células
hepdticas y reticuloendoteliales. La eliminacion del carbohidrato de una glicoproteina disminuird habitualmente su
solubilidad y también puede aumentar su susceptibilidad a degradacion proteolitica por desestabilizacion del patrén
de plegamiento del polipéptido correcto y/o desenmascaramiento de sitios sensibles a proteasas. Por razones similares,
el estado de glicosilacién de una proteina puede afectar a su reconocimiento por el sistema inmune.
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Las sHASEGP pueden usarse para eliminar las células del cumulus que rodean a un ovocito antes de la criocon-
servacidn y otras técnicas de fertilizacion in vitro tales como inyeccién de esperma intracitoplasmatica (ICSI). Puede
afiadirse hialuronidasa a los ovocitos recogidos entre 10-200 U/ml en soluciones salinas tamponadas. Los ovocitos
se separan de las células del cumulus liberadas por aspiracién y se lavan a través de varios lavados con medios que
carecen de hialuronidasa. Los huevos pueden procesarse después para crioconservacion o técnicas de IVFE.

Las sHASEGP también son utiles para la penetracién mas eficaz de agentes quimioterapicos en tumores solidos.
Pueden inyectarse SHASEGP intratumoralmente con agentes anticancerosos o por via intravenosa para canceres di-
seminados o tumores dificiles de alcanzar. El agente anticanceroso puede ser un quimioterdpico, un anticuerpo, un
péptido, o un vector de terapia génica, virus 0 ADN. Ademas, pueden usarse SHASEGP para reclutar células tumo-
rales en la combinacién de ciclado para sensibilizacién en tumores previamente quimiorresistentes que han adquirido
multirresistencia farmacolégica (St Croix et al Cancer Lett 1998 Sep 11; 131 (1): 35-44). Las sHASEGP también son
utiles para aumentar el suministro de compuestos biolégicos tales como anticuerpos monoclonales, citocinas y otros
farmacos a tumores que acumulan glicosaminoglicanos. Muchos tumores delecionan genes implicados en el catabo-
lismo de glicosaminoglicanos de modo que la acumulacién localizada puede impedir que agentes antineopldsicos y el
sistema inmune alcancen la masa tumoral.

La sHPASEG también pueden usarse para aumentar la sensibilidad de tumores que sean resistentes a quimioterapia
convencional. En una realizacién, se administra sHASEGP a un paciente que tiene un tumor asociado con un deficien-
cia de LuCa-1 en una cantidad eficaz para aumentar la difusién alrededor del sitio tumoral (por ejemplo, aumentar
la circulacién de factores quimioterdpicos (por ejemplo, para facilitar la circulacién y/o concentraciones de agentes
quimioterdpicos en y alrededor del sitio tumoral), inhibir la motilidad de células tumorales (por ejemplo, por degrada-
cién de HA) y/o disminuir el umbral de apoptosis de una célula o células tumorales (es decir, llevar la célula o células
tumorales a un estado de anoikis), un estado que hace a la célula o células tumorales mds susceptibles a la accién
de agentes quimioterdpicos u otros agentes que pueden facilitar la muerte celular, preferiblemente facilitar de forma
preferente la muerte celular programada de células en anoikis. Los agentes quimioterdpicos como se usan en este
documento pretenden incluir todas las moléculas sintéticas (por ejemplo, cisplatino) asi como de origen natural (por
ejemplo, factor de necrosis tumoral IF) que facilitan la inhibicién del desarrollo de células tumorales y preferiblemente
facilitan, mds preferiblemente facilitan preferentemente la muerte de células tumorales.

Es de interés particular el uso de sHASEGP para el tratamiento de cdnceres metastdsicos y no metastasicos, par-
ticularmente cdnceres metastdsicos que tienen una actividad hialuronidasa de disminuida a indetectable respecto a
células no cancerosas (normales). La sHASEGP puede usarse como agente quimioterdpico (en solitario o en com-
binacién con otros quimioterdpicos) en el tratamiento de cualquiera de una diversidad de cénceres, particularmente
tumores invasivos. Por ejemplo, la SHASEGP puede usarse en el tratamiento del carcinoma pulmonar microcitico,
carcinoma pulmonar de células escamosas, asi como canceres de la mama, ovarios, cabeza y cuello y cualquier otro
céncer asociado con niveles disminuidos de hialuronidasa o con un gen LuCa-1 defectuoso (hpHAse) (por ejemplo, un
gen LuCa-1 que no proporcione la expresion de niveles de hpHAsa adecuados o que codifique una hpHAsa defectuo-
sa que no proporcione un nivel adecuado de actividad hialuronidasa) u otros defectos asociados con un catabolismo
de hialuronano disminuido. La sHASEGP es preferible para el tratamiento de tumores malignos asociados con un
catabolismo de HA deficiente ya que no requiere participacion celular para que se produzca la degradacion.

La dosificacién especifica apropiada para la administracién puede determinarse facilmente por un especialista en
la técnica de acuerdo con los factores analizados anteriormente (véase, por ejemplo, Harrison’s Principles of Internal
Medicine, 11* Edicién, 1987). Ademads, las estimaciones para dosificaciones apropiadas en seres humanos pueden
extrapolarse a partir de determinaciones del nivel de actividad enzimatica de SHASEGP in vitro y/o dosificaciones
eficaces en estudios animales. Por ejemplo, la hialuronidasa 70-300 TRU es eficaz para reducir la carga tumoral en un
ratén scid. Dada esta informacion, las dosificaciones correspondientes en el ser humano promedio de 70 kg variardn
de aproximadamente 250.000-1.200.000 TRU de hialuronidasa. La cantidad de SHASEGP administrada a un pacien-
te humano estd generalmente en el intervalo de 1 TRU a 5.000.000 TRU de actividad enzimadtica, preferiblemente
entre aproximadamente 1.000 TRU y 2.500.000 TRU, mas preferiblemente entre aproximadamente 100.000 TRU y
1.500.000 TRU, normalmente entre aproximadamente 250.000 TRU y 1.200.000 TRU, representando aproximada-
mente 725.000 TRU las dosis promedias prescritas.

En una realizacién, se formula una sHASEGP en una solucién salina 0,15 M que contiene SHASEGP a una con-
centracion de aproximadamente 150.000 TRU/ml. Después la formulacién se inyecta por via intravenosa a 15.000
TRU/kg peso corporal del paciente. Como alternativa la formulacién enzimatica también puede inyectarse por via
subcutdnea para permitir que la hialuronidasa se perfunda alrededor del sitio tumoral. En una realizacion preferida, la
sHASEGP se inyecta peritumoralmente o en la masa tumoral. En otra realizacién preferida, la sSHASEGP se formula
como un liposoma y se suministra por inyeccién por via intravenosa o préximo al sitio de células cancerosas asociado
con una deficiencia en el gen LuCa-1 (hpHAsa). La inyecciéon de sSHASEGP por via intravenosa da como resultado
SHASEGP en el sitio tumoral. Ademds, la sHASEGP supersialada es preferible para administracion parenteral en el
sentido de que los 4cidos sidlicos terminales en la SHASEGP impiden el aclaramiento de la enzima de la circulacién
por el sistema reticuloendotelial. Las comparaciones de sSHASEGP supersialada con hialuronidasas bovina y ovina no
sialadas pone de manifiesto que se consigue una farmacocinética sustancialmente mas favorable.
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Facilitacion de terapia génica

La eficacia de la mayoria de vehiculos de suministro génico in vivo no se corresponde con la eficacia que se en-
cuentra in vitro. Los glicosaminoglicanos pueden obstaculizar la transferencia y difusién de ADN y vectores virales
a muchos tipos celulares. Los niveles de dicho material de matriz extracelular pueden obstaculizar el proceso consi-
derablemente. Dubensky et al., (Proc Natl Acad Sci U S A. 1984 Dec; 81 (23):7529-33) demostraron que cuando la
hialuronidasa se combina con colagenasa podria facilitar la transduccién de ADN in vivo. Se ha demostrado que el
virus adenoasociado también es susceptible a terapia génica mediada por hialuronidasa Favre et al, (Gene Ther 2000
Aug; 7 (16): 1417-20).

Se ha determinado en este documento que se abren canales de tamafio definido en la matriz extracelular con
sHASEGP. Estos poros no aumentan la difusién de sustancias mayores de aproximadamente 200-500 nm de didmetro.
Sin embargo, moléculas mds pequeiias tales como retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados y complejos de ADN
son susceptibles a difusién mediada por sHASEGP.

Como alternativa, los virus pueden equiparse con el gen de sHASEGP para facilitar su replicacién y propagacién
dentro de un tejido diana, por ejemplo. El tejido diana puede ser un tejido canceroso por el que el virus es capaz de
una replicacion selectiva dentro del tumor. El virus también puede ser un virus no litico en el que el virus se replica
selectivamente bajo un promotor especifico de tejido. A medida que el virus se replica, la coexpresiéon de SHASEGP
con genes virales facilitard la propagacién del virus in vivo.

Como alternativa, el 4cido nucleico de interés y una SHASEGP pueden usarse simultdneamente o de forma con-
secutiva o de un modo que sea escalonado con el tiempo. Simultineamente se refiere a una coadministracién. En
este caso, estos dos componentes esenciales pueden mezclarse para formar una composicién antes de administrarse
o pueden administrarse al mismo tiempo a la célula o al organismo hospedador. También es posible administrarlos
consecutivamente, es decir uno después del otro, independientemente de qué componente del producto de combina-
cioén de acuerdo con la invencion se administre primero. Por tltimo, es posible usar un modo de administracién que
sea escalonado con el tiempo o intermitente y que se interrumpa y reinicie a intervalos que pueden ser o no regulares.
Se sefiala que las vias y sitios de administracién de los dos componentes pueden ser diferentes. De acuerdo con una
realizacién particularmente preferida, la SHASEGP se administra antes del 4cido nucleico, siendo la via de adminis-
tracién de los dos componentes preferiblemente similar. El intervalo de tiempo entre las inyecciones no es critico y
puede definirse por el especialista. Es posible recomendar un intervalo de 10 min a 72 h, ventajosamente de 30 min a
48 h, preferiblemente de 1 a 24 h y muy preferiblemente, de 1 a 6 h.

Ademds, el producto de combinacién de acuerdo con la invencién también puede combinarse con una o mas mo-
Iéculas destinadas a mejorar la administracion del dcido nucleico. Las moléculas pueden ser moléculas que tengan un
efecto protector sobre el dcido nucleico (proteccion respecto a la degradacién en la célula), que mejore su penetracion
o su expresion en la célula hospedadora (péptido fusogénico, sefial de localizacién nuclear, etc) que permita que se
dirija a un tipo celular particular (ligando o anticuerpo que reconozca una proteina de superficie celular, etc) o que
prolongue el efecto terapéutico (agente inmunosupresor, etc.). El producto de combinacién también puede combinarse
con agentes que faciliten la transfeccién (proteinas, etc.).

El producto de combinacién de acuerdo con la invencién puede prepararse con vistas a una administracion local
o parenteral o a una administracién por la via digestiva. Las vias que pueden mencionarse en particular son la via
intragdstrica, subcutdnea, intracardiaca, intravenosa, intraperitoneal, intrasinovial, intratumoral, intrapulmonar, intra-
nasal e intratraqueal y, muy particularmente, la via intramuscular. La administracién puede efectuarse por medio de
cualquier procedimiento de la técnica (inyeccidn, via oral, aerosol, instilacién, etc.), como una dosis tGnica 0 como
una dosis que se repite una vez o varias veces después de un intervalo de tiempo particular. La via de administra-
cién puede ajustarse para adaptarse al gen de interés que se va a transferir y la enfermedad a tratar. La formulacién
puede incluir vehiculos farmacéuticamente aceptables (excipientes, adyuvantes, etc.). La sustancia que conduce a la
desorganizacién de la matriz extracelular y el acido nucleico de interés se disuelven preferiblemente en un tampén
que es adecuado para uso farmacéutico y que puede ser hipertdnico, hipoténico o isoténico. Pueden preverse diversos
tampones. Los que pueden mencionarse a modo de ilustraciéon son una solucién salina fisiolégica (NaCl al 0,9%),
una solucién salina no fisioldgica (NaCl al 1,8%), una solucién de Hepes-Ringer, una solucién de Ringer-Lactato, un
tamp6n que se basa en Tris-HCI (Tris-HC1 10 mM, pH 7,5 a 8, EDTA 1 mM; Tris-HCI 10 mM, pH 7.5 a 8, MgCl, 1
mM), un tampdn fosfato (tampdn fosfato de Krebs H,O), una solucién de aziicares (glucosa, sacarosa, trehalosa, etc) o
simplemente agua.

Hipodermoclisis

La hipodermoclisis, la infusion subcutdnea de fluidos es una técnica de hidratacién util y facil adecuada para
pacientes adultos de ligeramente a moderadamente deshidratados, especialmente los ancianos. El método se considera
seguro y no representa ninguna complicacion grave. El efecto adverso mds frecuente es un edema subcutineo ligero
que puede tratarse por masaje local o diuréticos sistémicos. Pueden administrarse aproximadamente 3 1 en un periodo
de 24 horas en dos sitios separados. Los sitios de infusién comunes son el térax, abdomen, los muslos y los brazos
superiores. La solucion preferida es solucion salina normal pero también pueden usarse otras soluciones tales como
solucién salina semi normal, glucosa con solucidn salina o glucosa al 5 por ciento. Puede afiadirse cloruro de potasio
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a la bolsa de solucién si es necesario. Ademds, pueden suministrarse otros firmacos a través de vias similares. Puede
afladirse sHASEGP humana para aumentar la absorcién de liquido y aumentar la velocidad total de administracién. La
SHASEGP humana es preferible para una hipodermoclisis repetida sobre enzimas obtenidas de matadero en el sentido
de que no es probable que sea inmunogénica como se sabe que es la enzima bovina. Puede administrarse en casa por
miembros de la familia o una enfermera; la técnica deberia ser familiar para todos los médicos de familia.

En pacientes ambulatorios, los sitios de hipodermoclisis incluyen el abdomen, térax superior, por encima de la
mama, sobre un espacio intercostal y el drea escapular. En pacientes postrados en cama; los sitios preferidos son los
muslos, el abdomen y la cara externa del brazo superior. Después de uno a cuatro dfas, la aguja y el tubo deberian
cambiarse, aunque se han dejado conjuntos de infusién en su lugar durante periodos mucho mas largos sin complica-
ciones. La administracion de bolos de 500 ml en una o dos horas tres veces al dia también puede administrarse con
150 U de sHASEGP administradas en el sitio subcutdneo antes de la primera infusién de la mafiana.

Facilitacion de inyecciones terapéuticas

Muchas moléculas inyectadas por via percutdnea alcanzan la circulacién lentamente o con una eficacia muy redu-
cida. Varios factores regulan la farmacocinética y farmacodindmica de moléculas inyectadas por via subcutdnea (SC)
o intramuscular (IM). Generalmente, moléculas de mayor tamafio alcanzan la circulacién méas lentamente y de forma
menos eficaz sin un transporte activo hacia la circulacién. La biodisponibilidad subcutinea se determina por calculo
de la proporcién de drea bajo la curva para SC frente a administracion intravenosa (AUCsc/AUCavenosa)- Un segundo
factor es la carga y afinidad por moléculas de la matriz que pueden desempefiar un papel en el secuestro de moléculas
por via subcutdnea. Si estos materiales se degradan localmente pueden no alcanzar nunca sus dianas deseadas y por lo
tanto demostrar una biodisponibilidad sistémica total disminuida en los érganos diana.

Las proteinas de gran tamafio se administran normalmente por via intravenosa de modo que el medicamento esté
directamente disponible en el torrente sanguineo. Sin embargo seria ventajoso si un medicamento pudiera administrar-
se por via subcutdnea, intramuscular o intradérmica, ya que estas formas de administracién son mucho mads sencillas
de manipular por el paciente. Especialmente si el medicamento debe tomarse de forma regular durante toda la vida
y el tratamiento debe empezar pronto, cuando el paciente es todavia un nifio. Sin embargo, un medicamento con una
molécula muy grande y 14bil tal como factor de coagulacién VIII de 170 a 300 kDa tiene normalmente una disponi-
bilidad muy reducida si se administra por via subcutdnea, intramuscular o intradérmica, puesto que la captacion no es
suficiente y la degradacién es pronunciada.

Ademads de la necesidad de aumentar la biodisponibilidad de muchos compuestos biolégicos administrados por via
subcutdnea, también es criticamente importante una farmacocinética mas rapida en casos de medicina de emergencia.
El tiempo necesario para alcanzar el acceso intravenoso en muchos pacientes puede impedir que se utilice un farmaco
que de otro modo seria de accién rdpida cuando se administra por via sistémica. En algunos casos el fracaso al alcanzar
el acceso intravenoso se sigue después de inyeccidon subcutdnea que conduce a un retraso adicional para alcanzar los
organos diana. Por lo tanto, la disponibilidad mas rapida de fairmacos subcutdneos seria beneficiosa como primera
linea de tratamiento mds que arriesgar el tiempo necesario para conseguir un acceso intravenoso. Los ejemplos de
moléculas que pueden suministrarse por via subcutdnea asi como por via intravenosa incluyen epinefrina, atropina,
narcano, linocaina y dextrosa.

Muchas moléculas inyectadas por via percutdnea alcanzan la circulacién lentamente o con una eficacia muy redu-
cida. Varios factores regulan la farmacocinética y farmacodindmica de moléculas inyectadas por via subcutdnea (SC) o
por via intramuscular (IM). Generalmente, moléculas de mayor tamafio alcanzan la circulacién mds lentamente y me-
nos eficazmente sin un transporte activo hacia la circulacién. La biodisponibilidad subcutdnea se determina calculando
la proporcién de drea bajo las curvas para SC frente a administracién intravenosa (AUCsc/AUC, yavenosa)- Un segundo
factor es la carga y afinidad por moléculas de la matriz que pueden desempefiar un papel en el secuestro de moléculas
por via subcutdnea. Si estos materiales se degradan localmente pueden no alcanzar nunca sus dianas deseadas y por lo
tanto demostrar una biodisponibilidad sistémica total disminuida en los érganos diana.

Las protefnas de gran tamaifio se administran normalmente por via intravenosa de cémo que el medicamento esté
disponible directamente en el torrente sanguineo. Sin embargo seria ventajoso si un medicamento pudiera administrar-
se por via subcutdnea, intramuscular o intradérmica ya que estas formas de administraciéon son mucho mads sencillas
de manipular por el paciente. Especialmente si el medicamento debe tomarse de forma regular durante toda la vida y
el tratamiento debe comenzar pronto, cuando el paciente es todavia un nifio. Sin embargo un medicamento con una
molécula muy grande y 14bil tal como factor de coagulacién VIII de 170 a 300 kDa tiene normalmente una biodis-
ponibilidad muy baja si se administra por via subcutdnea, intramuscular o intradérmica puesto que la captacioén no es
suficiente y la degradacién es pronunciada.

Ademds de la necesidad de aumentar la biodisponibilidad de muchos compuestos biolégicos administrados por via
subcutdnea, también es criticamente importante una farmacocinética més rdpida en casos de medicina de emergencia.
El tiempo necesario para alcanzar el acceso intravenoso en muchos pacientes puede impedir que se utilice un farmaco
de otro modo de accién rapida cuando se administra por via sistémica. En algunos casos el fracaso al alcanzar el acceso
intravenoso se sigue después de inyeccion subcutdnea que conduce a un retraso adicional para alcanzar los 6rganos
diana. Por lo tanto, la disponibilidad mas rapida de farmacos subcutdneos seria beneficiosa como una primera linea de

54



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335005 T3

tratamiento mds que arriesgar el tiempo necesario para conseguir un acceso intravenoso. Los ejemplos de moléculas
que pueden suministrarse por via subcutdnea asi como intravenosa incluyen epinefrina, atropina, narcano, lignocaina
y dextrosa.

Un beneficio adicional de la invencidn se basa en la capacidad para suministrar volimenes equivalentes o mayores
de soluciones SC o IM sin el dolor y la morbilidad asociadas con la presién y volumen de la solucién en el sitio de
inyeccidn.

Hemorragia vitrea

En un esfuerzo por minimizar el potencial para causar un desprendimiento o rotura adicional de la retina duran-
te la realizacién de una vitrectomia, se ha propuesto anteriormente en la Patente de Estados Unidos N° 5.292.509
(Hageman) inyectar ciertas enzimas glicosaminoglicanasa sin proteasas en el cuerpo vitreo, para provocar que el
cuerpo vitreo se desacople o “desinserte” de la retina antes de la retirada del cuerpo vitreo. Dicha desinsercién o
desacoplamiento del cuerpo vitreo tiene la intencién de minimizar la probabilidad de que se produzca una rotura o
desprendimiento adicional de la retina a medida que se retira el cuerpo vitreo. Los ejemplos de enzimas glicosamino-
glicanasas sin proteasas especificas que pueden usarse para provocar esta desinsercién vitrea incluyen supuestamente;
condroitinasa ABC, condroitinase AC, condroitinase B, condroitin 4-sulfatasa, condroitin 6-sulfatasa, hialuronidasa y
beta-glucuronidasa.

Aunque se sabe que la enzima hialuronidasa puede usarse para diversas aplicaciones oftdlmicas incluyendo la apli-
cacion adjunta de vitrectomia descrita en la Patente de Estados Unidos N° 5.292.509 (Hageman), estudios publicados
han indicado que la propia enzima hialuronidasa puede ser téxica para la retina y/o otras estructuras anatémicas del
ojo. Véase, The Safety of Intravitreal Hyaluronidase, Gottlieb, J. L; Antoszyk, A. N., Hatchell, D. L. y Soloupis, P,
Invest Ophthalmol Vis Sci. 31: 11, 2345-52 (1990). Ademads, el uso de preparaciones de matadero impuras de hia-
luronidasa puede causar uveitis o inflamacién del ojo. El uso de sHASEGP humana es por lo tanto preferible tanto
por su potencia aumentada, pureza y ausencia de origen animal que puede dar origen a reacciones inmunogénicas y
neutralizacién mediada por anticuerpos después de una administracién repetida. En otra realizacion, puede inyectarse
una forma pegilada de una SHASEGP en el ojo. Dicha sHASEGP pegilada no se elimina del humor vitreo de forma
tan rdpida y mantiene su actividad en el humor vitreo durante un periodo de tiempo mds prolongado.

La toxicidad oftdlmica de algunas preparaciones de hialuronidasa se ha confirmado por otros investigadores que
han propuesto que se usen dichas preparaciones de hialuronidasa como un irritante téxico para causar una neovas-
cularizacion del ojo inducida experimentalmente, en modelos de toxicidad animal (véase An Experimental Model of
Preretinal Neovascularization in the Rabbit; Antoszyk, A. N., Gottlieb, J. L, Casey, R..C., Hatchell, D. L. y Mache-
mer, R., Invest Ophthalmol Vis Sci. 32: 1, 46-51 (1991). El uso de una sHASEGP altamente purificada desprovista de
contaminantes basados en mercurio y de origen de ganado o de bacterias es preferible para procedimientos intraocu-
lares. Ademds, una SHASEGP humana recombinante es preferible sobre preparaciones obtenidas de matadero tanto
por pureza, ausencia de patégenos bovinos y riesgo reducido de inmunogenicidad. Més preferiblemente se prevé una
sHASEGP pegilada.

Por lo tanto se proporciona un método enzimatico que usa una sHASEGP humana para tratar trastornos oftdlmicos
del ojo de mamifero. En una realizacién de la invencién, dicha SHASEGP esta PEGilada para prolongar su permanen-
cia dentro del humor vitreo e impedir una captacion localizada. La prevencion de neovascularizacién y la velocidad
aumentada del aclaramiento del humor vitreo de materiales t6xicos para la retina se consiguen por administracién de
una cantidad de hialuronidasa eficaz para licuar el humor vitreo del ojo tratado sin causar dafios téxicos en el ojo.
La licuefaccién del humor vitreo aumenta la velocidad de intercambio liquido de la cdmara vitrea. Este aumento en
intercambio elimina esos materiales y afecciones cuya presencia causa dafios oftdlmicos y retinianos.

Usos cosméticos de sHASEGP

Se sabe que la hialuronidasa tiene el efecto de despolimerizar las cadenas mucopolisacaridas largas de la sustancia
fundamental responsable de la retencién de agua unida y de la ralentizacién, por compresion capilar, de la difusién de
liquidos orgédnicos que eliminan desechos metabdlicos. Dicha retencién de agua y desechos asociada con sobrecarga
de grasa de los lipocitos constituye un edema de “piel de cerdo” o edema de “piel de naranja” clasico. Esta despoli-
merizacidn cortard por lo tanto las cadenas largas de mucopolisacdridos en cadenas mds cortas, y por consiguiente la
eliminacién del agua unida, de desechos, la restauracién de la circulacién venosa y linfatica y desaparicién de edema
local.

El uso de sHASEGP a modo de administracion subcutdnea se prefiere por lo tanto para la eliminacién de glicosa-
minoglicanos implicados en la acumulacién de la denominada celulosis y para promover el flujo linfatico. Se prefiere
la SHASEGP humana para el tratamiento de la celulosis en el sentido de que es capaz de la eliminacién de dichos
glicosaminoglicanos sin los componentes inflamatorios de las proteinas obtenidas de matadero y es de alta pureza
y es poco probable que sea inmunogénica. La SHASEGP puede administrarse a través de inyecciones subcutineas
repetidas, a través del suministro transdérmico en forma de pomadas o cremas o a través del uso de formulaciones de
liberacién lenta inyectables para promover la degradacién continua de glicosaminoglicanos y prevenir su reaparicion.
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Trasplante de 6rganos

El hialuronano tiene varios efectos bioldgicos, que estan en parte relacionados con su tamafio molecular (West, D.
C., Kumar, S. Exp.Cell. Res. 183, 179-196, 1989). El contenido de hialuronano en un érgano aumenta en diferentes
condiciones de inflamacidn de ese 6rgano. Por lo tanto, se ha demostrado una concentracién aumentada de hialuronano
en tejido de diferentes 6rganos caracterizado por lesién inmunolégica inflamatoria tal como alveolitis (Nettelbladt O er
al, Am Rev Resp Dis 1989; 139: 759-762) e infarto de miocardio (Waldenstrom et al, J Clin Invest 1991; 88 (5): 1622-
1628). Otros ejemplos son rechazo de aloinjerto después de un trasplante renal (Hallgren et al, ] Exp Med 1990a;
171: 2063-2076; Wells et al, Transplantation 1990; 50: 240-243), de intestino delgado (Wallander et al, Transplant
Int 1993; 6: 133-137) o cardiaco (Hallgren et al, J Clin Invest 1990b; 85:668-673); o una inflamacién miocardica de
origen virico (Waldenstrdm et al, Eur J Clin Invest 1993;23:277-282).

La aparicién de edemas intersticiales en relacién con el injerto de un 6érgano constituye un grave problema en el
campo de la cirugia de trasplantes. Tantos como el 25% de los injertos se hincharan en tal grado que la funcién se
perderd temporalmente. Ademds, en el 2-3% de los casos, la hinchazén causa ruptura del rifién, dando como resultado
una hemorragia masiva.

La sHASEGP puede usarse para degradar los glicosaminoglicanos acumulados en un trasplante de érganos. La
eliminacién de dichos glicosaminoglicanos promueve la eliminacién de agua del injerto y por lo tanto la funcién del
organo. Puede administrarse una dosis que oscila de 500-10.000 Unidades/kg para reducir la presion intersticial como
tal.

Acumulaciones Patologicas de Glicosaminoglicanos en el Cerebro

Los niveles de hialuronano estdn elevados en varias afecciones patoldgicas cerebroespinales. Los niveles de hialu-
ronano cerebroespinal son normalmente inferiores a 200 pg/1 en adultos (Laurent ef al, Acta Neurol Scand 1996 Sep;
94 (3): 194-206). Estos niveles pueden elevarse por encima de 8.000 ug/l en enfermedades tales como meningitis,
estenosis espinal, lesién craneal e infarto cerebral. Por lo tanto, la administracién de sHASEGP por suministro intra-
tecal o inyeccidn sistémica de SHASEGP supersialada puede utilizarse para degradar niveles criticamente elevados de
sustrato.

La ausencia de un sistema linfatico eficaz en el cerebro también puede conducir a edema potencialmente mortal
seguido de traumatismo craneal. La acumulacién de hialuronano es un resultado de una sintesis aumentada por HA
sintasas y una degradacién disminuida. La acumulacién de hialuronano sirve al propdsito de aumentar el contenido
de agua en el tejido dafiado para facilitar la extravasacién de leucocitos pero puede ser letal. La administracién de
SHASEGP humana a un paciente que padece un traumatismo craneal puede eliminar por lo tanto la acumulacién de
hialuronano tisular y el agua asociada con el mismo. La sSHASEGP humana puede administrarse por via intratecal
a través de una derivaciéon o, como alternativa, puede administrarse SHASEGP supersialada por via intravenosa para
alcanzar el tejido cerebral.

Después de una isquemia del cerebro como se produce en la apoplejia, el contenido de hialuronano aumenta drasti-
camente debido a la expresion aumentada de HA sintasas y a un catabolismo disminuido. El fallo de bombas de iones
y la filtracién de plasma hacia el intersticio da como resultado retencién de liquido que no se elimina apropiadamente
por los vasos linfaticos dando como resultado necrosis tisular. Algunos grupos han intentado prevenir la acumulacién
de liquido intersticial después de la isquemia-reperfusion por bloqueo de la permeabilidad vascular. Sin embargo,
una vez que se ha extravasado el liquido, impedir la permeabilidad vascular puede impedir la resolucién del edema y
empeorar las afecciones.

La sHASEGP humana también puede usarse en el tratamiento de edema asociado con tumores cerebrales, parti-
cularmente los asociados con glioblastoma multiforme. El edema asociado con tumores cerebrales da como resultado
la acumulacién de hialuronano en las porciones no cancerosas del cerebro adyacente al tumor. La administracién de
hialuronidasa en los sitios de acumulacién de hialuronano (por ejemplo, por inyeccién intravenosa o a través de una
derivacion) puede aliviar el edema asociado con dichos tumores malignos por degradacién del exceso de hialuronano
en estos sitios. Por lo tanto, la hialuronidasa tiene éxito en el tratamiento de tumores cerebrales no sélo en la reduccion
de la masa tumoral e inhibicién del crecimiento tumoral y/o metdstasis sino también es ttil para aliviar el edema aso-
ciado con el tumor maligno. El sSHASEGP humana puede administrarse para el tratamiento del edema de una forma
similar a la de la administracién de hialuronidasa testicular bovina para tratar el edema (véase, por ejemplo, Sa Earp
Arq. Braz. Med. 44: 217-20).

Tratamiento de la acumulacion de glicosaminoglicanos en enfermedades cardiovasculares

Se ha demostrado que la administracién de hialuronidasa en modelos animales después de un infarto de miocardio
experimental puede reducir el tamafio del infarto (Maclean, et al Science 8 Oct 1976; 194 (4261):199-200). El mecanis-
mo propuesto por el que la hialuronidasa bovina reduce el tamaiio del infarto en animales es reduciendo la acumulacién
de hialuronano que se produce después de una isquemia-reperfusion. La reduccion del tamafio del infarto se piensa que
se produce a partir del drenaje linfatico aumentado y oxigenacion tisular aumentada y reduccién del contenido miocar-
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dico de agua. Aunque podia obtenerse un tamafio de infarto reducido en modelos animales, no se observaron los benefi-
cios en estudios clinicos mas amplios en seres humanos. La hialuronidasa de testiculos bovinos posee una semivida en
suero notablemente corta de aproximadamente 3 minutos en animales y seres humanos Wolf, et al., ] Pharmacol ExpT-
her Agosto 1982; 222 (2):331-7. Esta corta semivida se debe a los restos manosa terminales que se reconocen facilmen-
te por los receptores de fagocitos del sistema reticuloendotelial. Aunque los animales pequefios pueden beneficiarse de
hialuronidasa debido a un lecho vascular mas pequefio, es necesaria una enzima con una semivida aumentada. La sHA-
SEGP supersialada posee una farmacocinética mas favorable debido a la sialacién para la que no existe un receptor
de fagocito. La sSHASEGP supersialada en dosis que oscilan de 100-200.000 Unidades/kg puede utilizarse para facili-
tar la resolucién de un exceso de hialuronano después de la isquemia-reperfusion y para reducir el tamafio del infarto.

La sHASEGP supersialada también puede usarse para limitar las placas coronarias de la arterioesclerosis. Dichas
placas acumulan glicosaminoglicanos y median la adhesién de macréfagos y células espumosas Kolodgie et al, Arte-
rioscler Thromb Vase Biol. 1 Oct 2002; 22 (10): 1642-8. La administracién de SHASEGP supersialada puede usarse
para reducir la formacién de placas Como la administracién repetida de hialuronidasa se contempla a dosis de 100-
100.000 U/kg, la necesidad de utilizar una proteina recombinante humana con bajo riesgo de inmunogenicidad y una
semivida aumentada dard como resultado una reduccién superior de las placas.

Tratamiento de necrosis de tejidos periféricos

La necrosis tisular se produce en muchas enfermedades debido a insuficiencia venosa. La ausencia de una oxi-
genacion suficiente es uno de los obstaculos principales para el recrecimiento del tejido. Se ha demostrado que el
tratamiento con hialuronidasa intraarterial mejora significativamente el cuadro clinico en pacientes con enfermedad
oclusiva arterial periférica (Elder et al, Lancet (1980) 648-649). La sHASEGP puede inyectarse por via intraarterial
3-5 veces a la semana a dosis de 10-200.000 Unidades.

Potenciacion de la anestesia

La hialuronidasa obtenida de matadero se usa comtinmente para bloqueo peribulbar en la anestesia local antes de
una cirugia oftdlmica. La presencia de la enzima evita la necesidad de bloqueos adicionales y acelera el tiempo hasta
la aparicién de aquinesia (pérdida de movimiento ocular). El bloqueo peribulbar y subtenoniano son las aplicaciones
m4s comunes de la hialuronidasa para procedimiento oftdlmicos. Desde la suspensién de Wydase®, se han descrito
informes de diplopia y ptosis aumentadas con el bloqueo peribulbar (Brown et al J Cataract Refract Surg 1999;
25:1245-9).

Con la suspensién de Wyeth de Wydase®, actualmente se suministra material de hialuronidasa obtenida de tes-
ticulos bovinos por farmacias de preparacién de compuestos. Sin embargo, existen varias preocupaciones acerca del
uso de un producto estéril preparado de forma extemporanea http://www.ashp.org/shortage/hyaluronidase.cfm?cfid=

11944667&CFToken=94 2 6953 - ref#ref. Las preparaciones de compuestos preparados no son productos autorizados
por la FDA. Como tal, la FDA no tiene control sobre la calidad o uniformidad del proceso de fabricacién.

La sHASEGP de 10-500 Unidades puede mezclarse directamente con 5 ml de lidocaina al 2% (Xilocaina), 5 ml de
bupivacaina al 0,5% (Marcaina) y opcionalmente con epinefrina 1:200.000. La sHASEGP puede usarse para aumentar
la aparicion de aquinesia y para eliminar la necesidad de bloqueos adicionales. La sHASEGP también es ideal para
la aquinesia para cirugia cosmética en blefaroplastias y estiramientos faciales. También puede utilizarse sHASEGP
después de dichos procedimiento quirdrgicos para difundir antiinflamatorios y para reducir la hinchazon tisular.

La sHASEGP también puede mezclarse con una solucién tamponante tal como bicarbonato para prevenir molestias
durante el procedimiento de inyeccion. La sHASEGP también puede mezclarse con anestesia para laceraciones para
tanto reducir el volumen total de material necesario para inyeccién como para reducir el dolor de la hinchazén del
tejido.

Reduccion de la presion intraocular

Un efecto secundario comiin que se produce en el postoperatorio de pacientes con cataratas es un aumento Sig-
nificativamente temprano y ocasionalmente prolongado en la presién intraocular. Dicha afeccién a veces es grave,
especialmente en pacientes con cambios glucomatosos en el disco 6ptico. Aunque el aumento de presién tiende a
ser mds grave cuando se inyectan agentes viscoeldsticos tales como 4cido hialurénico en el ojo durante la cirugia, la
presion intraocular puede elevarse en el postoperatorio incluso cuando no se utilizan dichos agentes. Ademas, dicho
aumento de presion puede producirse incluso cuando no se usan medicaciones adicionales durante el procedimiento
quirdrgico. En algunos casos, es ventajoso dejar un agente viscoeldstico en el ojo, que con frecuencia requiere admi-
nistrar a los pacientes grandes dosis de inhibidores de la anhidrasa carbénica. Estos inhibidores disminuyen la presién
intraocular disminuyendo la formaciéon de humor acuoso, un liquido que se secreta normalmente en el ojo, por el
cuerpo ciliar. Los métodos actuales para aliviar los aumentos de presién postoperatorios en el ojo incluyen diversos
tipos de colirios tales como agentes bloqueantes beta-adrenérgicos, agentes simpaticomiméticos, midticos, agentes
selectivos alfa II, inhibidores de la anhidrasa carboénica y agentes de prostaglandinas.
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Un método preferido para eliminar el viscoeldstico tal como 4cido hialurénico es por inyecciéon de sHASEGP
durante o inmediatamente después de procedimientos quirdrgicos del segmento anterior o segmento posterior, aunque
también son posibles otros métodos de administracion conocidos en la técnica. Se prefiere si el dcido hialurénico
y la SHASEGP se administran por inyeccion en la cdmara anterior durante procedimientos quirtrgicos oculares del
segmento anterior para permitir que el 4cido hialurénico actie como separador durante el comienzo del procedimiento
quirtrgico. En algunos casos de trasplante de cérnea, la combinacion de 4cido hialurénico y sHASEGP puede situarse
en la superficie de las estructuras intraoculares antes de suturar el trasplante de cérnea en su lugar. Esta combinacién
también puede usarse en la cirugia del segmento posterior, tal como cirugia de retina o vitreo.

En algunos casos, puede ser aconsejable dejar un agente viscoeldstico tal como Healon. TM., Viscoat.TM., u otras
sustancias que ocupen espacio en la cimara anterior del ojo a la finalizacion de la cirugia. Esto es especialmente cierto
en un aumento de presién positiva cuando el contenido intraocular tiende a venirse hacia delante y presionar contra la
superficie posterior de la cornea. Si esto se produce en un ojo con una lente intraocular sintética en su lugar, la presién
sobre el endotelio corneal puede causar un dafio significativo en las células y puede producirse un hinchamiento y
opacificacién corneal posterior que se asocia con una vision disminuida. Tipicamente, si la presion intraocular de un
paciente se eleva significativamente a la finalizacién del procedimiento operatorio, es necesario administrar a dicho
paciente dosis mayores de inhibidores de la anhidrasa carbdnica, asi como un colirio tpico tal como beta bloqueantes
y agonistas alfa II para disminuir la formacién de humor acuoso y/o para aumentar la salida de humor acuoso. Estos
agentes tienen todos efectos secundarios significativos y en algunos casos estdn contraindicados en pacientes con
diversos tipos de afecciones médicas, tales como problemas respiratorios, cardiopatias o hipertensién arterial. Sin
embargo, el uso de SHASEGP en estas situaciones eliminard la necesidad de administrar a estos pacientes grandes
dosis de dichos farmacos.

Ademds, existe una cantidad significativa de dcido hialurénico en la malla trabecular. La sHASEGP la descom-
pondrd y por lo tanto mejorara la salida de humor acuoso a través de la malla trabecular. La presion intraocular del
paciente disminuird por lo tanto. La combinacién de SHASEGP con otros agentes de la cdmara anterior, tales como
una metilcelulosa (Ocucoat.RTM, por ejemplo, disponible en el mercado en Storz Instrument Co.) usados como se-
paradores y/o agentes protectores en la cirugia de cataratas, también serd eficaz para prevenir aumentos significativos
de la presién debido a que en efecto abrirdn la malla trabecular y permitirdn un mayor drenaje de humor acuoso por
degradacién de una cantidad significativa del 4cido hialurénico presente en la malla trabecular.

La eliminacién de glicosaminoglicanos a partir de la malla trabecular también es Util para la reduccién de la presién
intraocular en individuos que padecen un glaucoma de angulo abierto. La sHASEGP humana puede administrarse por
inyeccion subconjuntival o inyeccién directamente en la cimara anterior.

Gangliones quisticos

El ganglién quistico (también conocido como ganglion quistico de la muiieca, ganglién quistico de la Biblia o
ganglioén quistico de tendén dorsal) es la masa de tejido blando mas comin de la mano. Es un saco relleno de liquido
que puede sentirse por debajo de la piel. Habitualmente est4 unido a una vaina tendinosa (revestimiento que lubrica el
tend6n) en la mano o muifieca o conectado con una articulacién subyacente; sin embargo, algunos no tienen ninguna
relacién obvia con ninguna estructura. Estos también pueden aparecer en los pies. Con frecuencia aparecen cuando se
produce una rotura en los ligamentos subyacentes al revestimiento de tendones o articulaciones y el revestimiento se
hernia hacia fuera del defecto ligamentoso causando un bulto bajo la piel. Debido a que con frecuencia estd asociado
con inflamacién, el tejido inflamado produce un liquido tipo gelatina que rellena el saco que sobresale. Pueden ser
muy duros debido a una alta presién del liquido tipo mucoso contenido en el interior del quiste y con frecuencia se
confunden con una prominencia 6sea.

La sHASEGP puede usarse para mejorar los gangliones quisticos. La inyeccion intralesional de SHASEGP de 5-
1000 Unidades, seguida de aspiracién con aguja fina eliminara al quiste sin necesidad de cirugfa. También pueden
inyectarse opcionalmente corticosteroides con la sSHASEGP. Puede ser necesaria una inyeccion adicional para algunos
pacientes.

Mixedema

La infiltracién de glicosaminoglicanos (GAG) de la piel es una caracteristica del hipertiroidismo, hipotiroidismo,
mixedema pretibial, escleromixedema y esclerodema. El 4cido hialurénico es el GAG principal en todas las afecciones
y en piel normal. Existe una variabilidad histolégica minima de la distribucién dérmica de GAG. Las mucinosis
cutdneas adquiridas presentan una distribucién y composicién bioquimica de GAG cutaneos similares. Las diferencias
morfoldgicas en la actividad fribrobléstica sugieren que las mucinosis de esclerodema y escleromixedema representan
un proceso local mientras que la infiltracién de GAG de enfermedades tiroideas puede tener un origen sistémico. Estos
trastornos pueden mejorarse con SHASEGP a partir de una via de administracion tanto local como sistémica. Para
terapia crénica, puede preverse una sHASEGP PEGilada.
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Usos pulmonares de sHASEGP

Los niveles de hialuronano en lavados broncoalveolares (BAL) de individuos normales estdn generalmente por
debajo de 15 ng/ml. Sin embargo, los niveles de BAL aumentan dristicamente en condiciones de dificultad respiratoria
(Bjermer Br Med J (Clin Res Ed) 3 Oct 1987; 295 (6602):803-6). En el ARDS, por ejemplo, los niveles de hialuronano
pueden aumentar hasta 500 ng/ml mientras que en el pulmén del granjero, los niveles de BAL pueden sobrepasar los
1000 ng/ml (Hallgren et al Am Rev Respir Dis. Mar 1989; 139 (3): 682-7), (Larrson et al Chest. En 1992; 101 (1):
109-14). El hialuronano aumentado en el pulmén puede impedir la difusion de oxigeno y el intercambio gaseoso, asi
como la activacion de respuestas de netréfilos y macréfagos.

No son preferibles preparaciones bovinas de hialuronidasa para el tratamiento de dichas afecciones por varias
razones. En primer lugar, las preparaciones obtenidas de testiculos de matadero de hialuronidasa se sabe que estdn
contaminadas con serina proteasas tales como acrosina. En segundo lugar, la naturaleza extrafia de las enzimas bovinas
aumenta la probabilidad de una reaccidn anafilactica, que podria dar como resultado la muerte del paciente. Por
lo tanto, una preparacion altamente purificada de SHASEGP humana recombinante puede suministrarse mediante
suministro pulmonar o intravenoso. También puede administrarse SHASEGP humana a pacientes que padezcan otras
complicaciones pulmonares que estén asociadas con glicosaminoglicanos elevados o para aumentar el suministro de
otras moléculas cosuministradas al pulmén.

La invencién se describird ahora en mayor detalle en relacién con los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1
Ensayos de hialuronidasa basados en placa de microtitulacion

El siguiente ejemplo proporciona un ensayo rapido para la medicién de la actividad hialuronidasa de sHASEGP.
Este ensayo puede relacionarse con la TRU, la IU o NFU a través del uso de una preparacion patréon de W.H.O. de
hialuronidasa.

Ensayo de microtitulacion de hialuronano biotinilado

Los grupos carboxilo libres en los restos dcido glucurénico de hialuronano se biotinilan en una reaccién de una
etapa usando biotina-hidrazida (Pierce), Sulfo NHS (Pierce) y 1-Etildimetilaminopropil-carbodiimida (Sigma). Este
sustrato de HA biotinilado se acopla covalentemente a una placa de microtitulacién de 96 pocillos en una segunda
reaccion. A la finalizacién de la reaccion enzimadtica, se detecta el sustrato residual con una reaccién de avidina-pero-
xidasa que puede leerse en un lector de placas de ELISA convencional. A medida que el sustrato se une covalentemente
a la placa de microtitulacion, no se producen artefactos tales como desplazamiento dependiente del pH del sustrato
biotinilado. La sensibilidad permite una medicién rapida de la actividad hialuronidasa de células cultivadas y muestras
biolégicas con una variacion entre ensayos de menos del 10%.

a. Protocolo
Preparacion de sustrato de HA biotiniliado

Se disolvieron cien mg de HA (Sigma Chemicals) en MES 0,1 M, pH 5,0, a una concentracién final de 1 mg/ml
y se dej6 que se disolvieran durante al menos 24 h a 4°C antes del acoplamiento de biotina. Se afiadié sulfo-NHS
(Pierce; Rockford IL) a la soluciéon de MES CS04 a una concentracion final de 0,184 mg/ml. Se disolvié biotina-
hidrazida (Pierce) en DMSO como solucién madre de 100 mM y se afiadi6 a la solucién de CS04 a una concentracién
final de 1 mM. Se prepar6 una solucién madre de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbidodiimida (EDAC) como una
solucién madre 100 mM en agua destilada y se afiadié a la solucién de HA-biotina a una concentracién final de 30
mM. Se dejé agitar esta solucién durante una noche a 4°C. Se eliminé la biotina y la EDAC no unidas por didlisis
contra agua con 3 cambios de volumen 1000x de agua. El HA dializado, biotinilado (bHA) se dividi6 en alicuotas y
se almacend a -20°C durante hasta varios meses.

Se diluyé el sulfo-NHS hasta 0,184 mg/ml en agua con el bHA a una concentracién de 0,2 mg/ml y se pipeted
en placas COVALINK-NH de 96 pocillos (NUNC; Placerville NJ) a 50 ul por pocillos. Se diluy6 la EDAC hasta
0,123 mg/ml en agua y se pipeted en las placas COVALINK-NH con la solucién de bHA, dando como resultado una
concentracion final de bHA 10 pg/pocillo y EDAC 6,15 pg/pocillo. Las placas se incubaron durante una noche a 4°C o
durante 2 h a 23°C, que dieron resultados comparables. Después de la inmovilizacioén covalente de bCS04 en las placas
de microtitulacién, la solucién de acoplamiento se eliminé por agitacién y las placas se lavaron 3 veces en PBS que
contenia NaCl 2 M y MgSO, 50 mM (Tampén A). Las placas podian almacenarse a 4°C durante hasta una semana.

Las placas COVALINK-NH con bHA inmovilizado se equilibraron con tampén de ensayo 100 wl/pocillo -formato
0,1 M, pH 3,7, NaCl 0,1 M, detergente TRITON X-100 al 1%, sacarolactona S mM para hialuronidasa lisosomal; o
Hepes 10 mM pH 7,4 con CaCl, 1 mM y albtiimina sérica humana 1 mg/ml (ICN) para enzimas activas a pH neutro.
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Se generd un conjunto de patrones para la calibracién de la actividad enzimadtica frente a “Unidades Reductoras de
Turbidez relativa” (rTRU) por dilucién de hialuronidasa testicular bovina (Sigma Tipo VI-S) en tamp6n enzimético
neutro de 1,0 a 1 x 107° rTRU/pocillo y ensayo de 100 ul/pocillo por triplicado. Se diluyeron muestras de hialuronidasa
activa a pH 4cido en tampén de ensayo lisosomal de 1:10 a 1:130.000 se pipetearon por triplicado a 100 ul/pocillo.
Para la mayoria de los ensayos de extractos tisulares y plasma humano, era suficiente una incubacién de 30 min a 37°C.
Se incluyeron pocillos de control positivo y negativo (sin enzima ni ABC (véase a continuacidn), respectivamente) por
triplicado.

La reaccién se interrumpié por adiciéon de 200 ul/pocillo de Guanidina HC1 6 M seguido de tres lavados de 300
wul/pocillo con PBS, NaCl 2 M, MgSO, 50 mM, detergente TWEEN 20 al 0,05% (Tamp6n B). Se preparé un kit de
complejo de avidina-biotina (ABC) (Vector Labs; Burlingame CA) en 10 ml de PBS que contenia detergente TWEEN
20 al 0,1%, que se preincubé durante 30 min a temperatura ambiente durante la incubacién. Se afiadi6 la solucién
ABC (100 ul/pocillo) y se incubé durante 30 min a temperatura ambiente. La placa se lavé cinco veces con Tampén
B, después se afiadié un sustrato de o-fenilendiamina (OPC) a 100 wl/pocillo por disolucién de un comprimido de 10
mg de OPD en 10 ml de tampén citrato-PO, 0,1 M, pH 5,3 y adicién de 7,5 ul de H,O, al 30%. La placa se incubd
en la oscuridad durante 10-15 min, después se ley6 usando un filtro de 492 nM en un lector de placas de ELISA
(TitertekMultiskan PLUS; ICN) controlado por ordenador usando el programa informatico lector de placas Delta Soft
IT de Biometallics (Princeton NJ). Se generd una curva patrén usando la hialuronidasa testicular bovina mediante
un ajuste de curva de cuatro pardmetros de la preparacién de hialuronidasa comercial y se interpolaron muestras
desconocidas por su absorbancia a 492 nm.

Para analizar la dependencia de pH de hialuronidasas, se usa sHASEGP recombinante purificada y hialuronidasa
testicular bovina. La dependencia de pH de la actividad enzimética se mide diluyendo sHASEGP purificada o hialu-
ronidasa testicular bovina parcialmente purificada a 0,1 rTRU en los siguientes tampones: formato 50 mM, pH 3-4,5;
acetato 50 mM, pH 5-6; MES 50 mM, pH 6-7; o HEPES 50 mM, pH 7-8. Las muestras se ensayaron durante 30 min
a 37°C y se expreso la actividad como porcentaje de la actividad maxima. No se usé NaCl en los tampones, ya que
puede alterar el pH 6ptimo de preparaciones de hialuronidasa testicular (Gold, Biochem. J. 205: 69-74, 1982; Gacesa
et al. Biochem. Soc. Trans. 7: 1287-1289, 1979); las concentraciones salinas fisioldgicas (0,15 M) disminufan el pH
optimo aparente, un efecto que era mds pronunciado en preparaciones purificadas de la enzima testicular que en la
muestra bruta original.

b. Resultados

El hialuronano se biotinilé en una reacciéon de una etapa usando biotina-hidrazida y EDAC. Limitando la EDAC,
que acopla los grupos carboxilo libres en el HA con biotina-hidrazida, sélo se marcé una pequefia fraccion de los
restos de dcido glucurénico totales en HA. Esta cantidad de EDAC (3 x 1073 M) afiadida a HA (2,8 x 10~ M) da como
resultado un méaximo de una molécula de biotina-hidrazida acoplada por 93 unidades de disacdrido de HA.

Se preparé un ajuste de curva de cuatro pardmetros de reacciones patrén de hialuronidasa testicular bovina medidas
apH 3,7 y diluidas de 1,0 a 1 x 10~° TRU/pocillo. Se establecieron ajustes de curva de cuatro pardmetros a partir de la
ecuacion y = ((A - D)/(1 + (conc/C)*B)) + D), en la que log, y = In(y’/1-y’), y’=(y - D)/(A-D),B=-b/In 10y C =
EXP (a/B). Los cuatro pardmetros (A, B, C, D) se calcularon con un programa informdtico que utilizaba el algoritmo
2 + 2 con regresion lineal (Rodbard et al., Clin. Chem. 22: 350, 1976). Este ajuste de curva incorpora los aspectos
sigmoidales de la curva patrén. La precisién éptima para la medicién de una muestra se produce tipicamente de 0,001
a 0,01 TRU/pocillo durante una incubacién de 30 min. Durante una incubacién de 60 min, es detectable 1/1000 de una
TRU. También puede utilizarse una curva logaritmica patrén sobre un intervalo mds corto de valores para establecer
un ajuste de curva patrén. Aunque la invencién se ha descrito en relacién con realizaciones preferidas especificas,
deberia entenderse que la invencién como se reivindica no deberfa limitarse excesivamente a dichas realizaciones
especificas.

Ejemplo 2
Clonacion de ADNc de sHASEGP

Puede obtenerse 4cido nucleico que codifica sHASEGP humana por un especialista en la técnica a través de varios
procedimientos incluyendo, pero sin limitacidn, sintesis de genes artificiales, RT-PCR e hibridacién de genotecas
de ADNc (por ejemplo, véase Gmachl et al FEBS 336 (3) 1993, Kimmel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90
1993 10071-10075). Como alternativa, pueden obtenerse clones que codifican sHASEGP humana de IMAGE u otros
proveedores de secuencias génicas humanas (Invitrogen Clon ID IOH10647).

Se calcul6 que el ADNc de PH20 humana de longitud completa tenfa una longitud de 2009 nucleétidos y contenia
una fase de lectura abierta de 1530 nucleétidos. La UTR 5’ es extraordinariamente grande, pudiendo indicar un intrén
retenido y puede inhibir la traduccién impidiendo que el ribosoma se una al codén metionina de inicio correcto debido
a 9 codones de inicio no codificantes en la UTR 5°. Se predice que la proteina (nimero de Acceso de Genbank
NP_003108) comprende la SEC ID N°: 1 de 509 aminoécidos con una masa molecular calculada de 58 kDa.
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Para la secuenciacion de clones, se escindieron bandas amplificadas por PCR y se eluyeron con el Kit de Extrac-
cién en Gel (Qiagen) y se clonaron en los vectores apropiados con extremos compatibles después de digestion de
restriccion. Se realizaron todas las reacciones de secuenciacién en ADN bicatenario con el kit de secuenciacion ciclica
con terminadores desoxi marcados con colorante con Tag (Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y procesamiento en un secuenciador automatico ABI Prism™ (Applied Biosystems).

La fase de lectura abierta de PH-20 humana se obtuvo por amplificacién de una genoteca de ADNc de testiculo
humano (Clontech, Palo Alto CA) mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa usando los cebadores de la SEC ID
N°: 14 y SEC ID N°: 47. Se digirieron productos de PCR con Nhel y BamHI y se clonaron en los sitios Nhel y BamHI
del vector IRESpuro2 (Clontech).

Ejemplo 4
Aislamiento de sHASEGP a partir de ADNc de pH20 humana

Se generd como se describe a continuacién un vector de expresiéon de sHASEGP humana recombinante secretada
cataliticamente activa capaz de una glicosilacién eficaz en células de mamifero. Se contemplan otras construcciones de
expresion con promotores y genes de seleccidn para diferentes especies tales como células de levaduras e insectos que
también son capaces de generar sHASEGP. También pueden usarse genes de seleccion positiva tales como Glutamina
Sintasa o Dihidrofolato Reductasa (DHFR). Los ejemplos proporcionados a continuacién no pretenden limitar sino
mds bien proporcionar un ejemplo de varios sistemas de expresién plasmidica que pueden usarse.

Para construir formas secretadas de sHASEGP, se construyeron mutantes de truncamiento que carecen del extremo
C-terminal hidréfobo. Usando un programa de prediccién de escisiéon de GPI se localizé el sitio de escision del
anclaje a GPI alrededor de la posicién aminoacidica N 483 en la proteina anclada a GPI de longitud completa. Se usé
un conjunto de siete cebadores 3’ anidados para construir un conjunto de siete mutantes de delecién truncados que
carecian del anclaje a GPI predicho, comenzando en la posicién Y 482 y delecionando progresivamente un aminoécido.
Estos cebadores se disefiaron para tener sitios Nhel (5°) y BamH1 (3’) compatibles para clonar los mutantes de
truncamiento en el vector Irespuro2 sin marcar con un codén de terminacion en el cebador 3’ o como una proteina
marcada con His C-terminal para facilitar la purificacion y la deteccién. Por ejemplo, se usaron cebadores inversos de
la SEC ID N°: 8, SEC ID N°: 9 y SEC ID N°: 10 para generar mutantes de delecion que terminaban en la posiciéon Y
482, F 481 e I 480 sin un marcador 6 His. Se generaron otros cebadores mutantes con el mismo disefio de bases con
las modificaciones apropiadas para incluir y excluir los aminoacidos particulares. Para generar variantes marcadas con
His se us6 el mismo conjunto de cebadores que para variantes no marcadas excepto por que los cebadores carecen
del codén de terminacién en los cebadores inversos respectivos, continuando siendo el cebador directo el mismo (para
una construccién marcada con His consiltense los cebadores con las SEC ID N°: 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25 que
son los cebadores inversos sin codén de terminacién correspondientes a cebadores inversos no marcados para sus
construcciones respectivas). Se usaron cebadores solapantes para construir un espaciador de seis aminodcidos seguido
de hexahistidina dentro de sitios BamH1 y Not1 en un vector Irespuro2, de modo que se generaron mutantes marcados
con His por ligacién de los productos amplificados por PCR y digeridos con enzimas de restriccion en los sitios Nhel
y BamHI1 en el vector lrespuro2 que contenia el marcador His.

Para identificar si la sSHASEGP humana podia modificarse en su extremo carboxi terminal para generar una enzima
secretada y activa a pH neutro, se realizaron una serie de truncamientos del sitio de unién a anclaje GPI en el “domino
catalitico” predicho basandose en la homologia con la enzima de veneno de abeja.

Se usé ADN que codifica el clon anclado a GPI de sHASEGP humana de longitud completa en IRESPuro2 como
molde para generar los diversos mutantes de delecion truncados. Programas de modelado informético proporcionaron
varios sitios de escision predichos para el polipéptido de longitud completa. Uno de dichos sitios predichos era en la
posicién aminoacidica N483 (SEC ID N°: 1). Se disefiaron cebadores de PCR para truncar sucesivamente la proteina
desde N483 para generar seis mutantes de delecién comenzando en Y 482 (que carece de N) y terminando en E 477
(que carece de P).

a. Protocolo
Generacion de mutante de truncamiento que carece de N483

Se usé el clon de SHASEGP anclado a GPI de longitud completa entre los sitios Nhel y BamH1 en pIRESPuro2
como molde. Este molde se amplific con cebador 5° que contenia un sitio Nhel que comienza en la Metionina de
partida del péptido sefial nativo en M 1 (SEC ID N°: 14) y un cebador 3’ que contiene un sitio BamHI que termina
en Y 482 (SEC ID N°: 8). El producto de PCR se procesé en un gel de agarosa al 1% para resolverlo y confirmar la
banda amplificada de tamafio correcto, se purificé en gel y se digiri6 con las enzimas de restriccién Nhel y BamHI y se
clond el vector pIRESPuro2 (Clontech) entre los sitios Nhel y BamHI generando un vector de expresion para expresar
este mutante de truncamiento de SHASEGP que termina en la posicién aminoacidica N482 y que carece del anclaje a
GPI con la secuencia de aminoacidos (SEC ID N°: 5 para la secuencia del polipéptido resultante de sSHASEGP hasta
Y 482) y la secuencia de nucleétidos (SEC ID N°: 48 - nucledtidos codificantes para polipéptido en la SEC ID N°: 5)
segun se indica.
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Generacion de los otros mutantes de truncamiento que carecen de Y 482, F 481, 1480, Q 479 y P 478, respectiva-
mente.

Se usé la misma estrategia siendo la tnica diferencia el uso del cebador 3’ apropiado para cada mutante. Los
cebadores 3’ respectivos son los siguientes:

cebador 3’ para mutante de SHASEGP que carece de Y 482 - SEC ID N*: 9
cebador 3’ para mutante que carece de la F 481 - SEC ID N°: 10

cebador 3’ para mutante que carece de [ 480 - SEC ID N°: 11

cebador 3’ para mutante que carece de Q 479 - SEC ID N°: 12

cebador 3’ para mutante que carece de P 478 - SEC ID N°: 13

Generacion de mutantes de delecion adicionales para determinar el dominio minimamente activo de sHASEGP

Se generaron deleciones adicionales en bloques de diez a veinte aminodcidos desde el extremo 3’ del mutante de
truncamiento activo a pH neutro mds interno de SHASEGP, que es sHASEGP hasta E 477. El cebador directo con
Nhel de la SEC ID N°: 14 se usé con un cebador 3’ apropiadamente situado para amplificar por PCR un mutante de
delecion de sHASEGP de la longitud deseada a partir de un extremo carboxi terminal. Por ejemplo, se us6 PCR con
los cebadores descritos en la SEC ID N°: 14 y SEC ID N°: 26 como los cebadores 5° y 3’ respectivamente para generar
el polipéptido de la SEC ID N°: 49 cuando se expresaba a partir de una construccién de expresion en vector IresPuro2.
De forma similar, se us6 PCR con los cebadores 3’ inversos descritos en las SEC ID N°: 27, 28, 29, 30, 31 y 32 para
generar mutantes de delecién que terminan en las posiciones aminoacidicas A 447, S 430, G 413, S 394, A 372y
S 347, respectivamente, de la sHASEGP madura. Los productos de PCR en cada caso se digirieron con las enzimas
Nhel y BamHI y el producto digerido se cloné en vector plresPuro2 entre los sitios Nhel y BamHI. Se ensayaron unos
pocos clones independientes en la construccién de expresion final a partir de cada grupo para determinar la actividad
de sHASEGP secretada activa a pH neutro por transfeccién transitoria en células CHO en medios sin suero CD-
CHO (Invitrogen, CA) y se retiraron muestras a los puntos temporales indicados para ensayo. Minipreparaciones de
ADN preparadas a partir de cultivos de una noche se usaron para transfeccién con reactivo de transfeccion Genejuice
(Novagen, CA), siguiendo los protocolos recomendados por el fabricante. Se midi6 la actividad de Hialuronidasa por
ensayo de microtitulacién como se ha descrito anteriormente.

b. Resultados

Se midi6 la actividad hialuronidasa en mutantes de truncamiento de SHASEGP para identificar el dominio mini-
mamente activo para la actividad hialuronidasa secretada activa a pH neutro.

AMINOACIDO 1 A: U/ML/24 H PH 7,4
347 0,000
372 0,000
394 0,000
413 0,000
430 0,000
447 0,000
467 0,089
477 0,567
478 0,692
479 0,750
480 0,575
481 0,740
482 0,329
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483 0,800
509 0,044

Los resultados mostraban que los seis mutantes de delecién de un aminoécido que terminaban en los aminodcidos
indicados de Y 482 a E 477 proporcionaban una actividad secretada superior que la sHASEGP anclada a GPI.

Los resultados también mostraban que las deleciones mds alld de A 467 eliminaban cualquier actividad secretada.
La actividad secretada a pH neutro de los clones A 467 disminuia en aproximadamente el 10% de la encontrada en los
clones P478 o N 483. Por lo tanto, se concluyé que era necesario mds del domino carboxi terminal de la sHASEGP
humana para generar el dominio hialuronidasa activo a pH neutro que el previamente asumido a partir de la enzima de
veneno de abeja. Las cisteinas en el dominio carboxi terminal por lo tanto son necesarias para la actividad a pH neutro.
Por lo tanto, un intervalo muy estrecho que abarcaba aproximadamente 10 aminodcidos antes del sitio de escision de
GPI en N 483 definia el domino minimamente activo.

Ejemplo 5
Efectos de modificacion del péptido serial sobre la actividad secretora de sHASEGP

La sHASEGP humana posee un péptido lider nativo predicho extraordinariamente largo. Ademds, la existencia de
dos restos cisteina adyacentes en el péptido lider puede conducir a la agregacién de multimeros polipeptidicos dentro
del reticulo endopldsmico durante una expresion de alto nivel y por lo tanto impedir una expresion de alto nivel de una
sHASEGP. Por lo tanto, se ensayaron una serie de péptidos lider secretores mas eficaces para examinar su capacidad
para aumentar el direccionamiento de SHASEGP para secrecion.

a. Protocolo

Se construyé el péptido lider Kappa solapando hibridacién de cebadores y PCR de extensién con cebadores que
corresponden a las secuencias de las SEC ID N°: 37, 38, 39 y 40. La secuencia kappa amplificada por PCR resultante
se amplificé con cebadores flanqueantes que contenian un sitio Nhel en el extremo 5’ (como se describe en la SEC
ID N°: 41) y un sitio EcoRI en el extremo 3’ (como se describe en la SEC ID N°: 42). Esto permitia la clonacién
del péptido lider Kappa (la secuencia polipeptidica es como se describe en la SEC ID N°: 43) en el vector Litmus 39
(NEB) entre los sitios Nhel y EcoRI. La sHASEGP tiene un sitio EcoRI interno; por lo tanto, esta construccion kappa
entre el sitio Nhel y sitio EcoRI se amplificé adicionalmente con un cebador Spel 5° (como se describe en la SEC ID
N°: 44) y un cebador Mlul 3’ (como se describe en la SEC ID N°: 45). La sHASEGP sin anclaje a GPI que termina
en P 478 se elimino por corte de plresPuro2 con Nhel y BamHI y se cloné en un vector Litmus 39 (NEB) en los sitios
Nhel y BamHI del vector Litmus39. Este vector Litmus que contenia sSHASEGP resultante se digirié con las enzimas
de restriccion Spel y Mlul y se cloné en el mismo la construccién lider kappa amplificada con Spel y Mlul. Se realizé
mutagénesis dirigida en este vector Litmus 39 que contenia tanto secuencias Kappa como sHASEGP para generar la
fusion en fase de lectura de la secuencia lider Kappa con el polipéptido maduro de SHASEGP. Se usaron pares de ceba-
dores que se corresponden con las SEC ID N°: 34 y 35 para generar el lider kappa con la Asp nativa en el aminoacido
terminal fusionada con la F 38 de sSHASEGP (hasta P 478) (como se describe en la SEC ID N°: 46 para la secuencia
polipeptidica de la proteina de fusidn). Otras combinaciones de pares de cebadores tales como los incluidos en la SEC
ID N°: 33 con la SEC ID N°: 35 se usaron para generar un lider Kappa que terminaba en la Asp (D) terminal fusionada
con L 36 de sSHASEGP, los de la SEC ID N°: 33 con SEC ID N°: 36 se usaron para generar lider Kappa que terminaba
en la Gly (G) (antes de la Asp (D) terminal) fusionada con L 36 de SHASEGP y los de la SEC ID N°: 34 con SEC ID
N°: 36 se usaron para generar un Kappa que terminaba en la Gly (G) (antes de la Asp (D) terminal) fusionada con F 38
de SHASEGP. Las fusiones de Kappa-sHASEGP obtenidas mediante mutagénesis dirigidas se purificaron en gel, se
digirieron con enzima Dpnl para digerir cualquier ADN parental sobrante y después se digirieron con Nhel y BamHI
y se clonaron en la cadena principal de HislresPuro2 digerido con Nhel/BamHI, que tiene el marcador His (espacia-
dor de seis aminodcidos seguido de seis histidinas) clonado entre los sitios BamH1 y Not1 en el vector pIRESPuro2.
Por lo tanto, tras la ligacién se obtiene una construccién que es Nhel-kappa-sHASEGP-BamHI-His en plresPuro?2.
Se obtuvieron cuatro conjuntos de dicha construccién que se corresponderian con las combinaciones de G o D en el
extremo del lider Kappa y L36 o F38 en el comienzo de la sHASEGP madura. Unos pocos clones independientes de
cada tipo de construccidn se usaron para transfectar células CHO en medio CD-CHO (Invitrogen, CA) para ensayar
si la secuencia del lider de secrecidon kappa promoveria niveles aumentados de proteina secretada en comparacién
con el lider de secrecién nativo. Minipreparaciones de ADN preparadas a partir de cultivos de una noche se usaron
para la transfeccién con reactivo de transfeccién Genejuice (Novagen, CA) siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante y se retiraron muestras para ensayo mediante ensayo de microtitulacion en los puntos temporales indicados.
Se midié la actividad hialuronidasa mediante ensayo de microtitulacién como se ha descrito anteriormente.

Se ensayaron construcciones de fusién de péptido lider de cadena Kappa de IgG de ratén-sHASEGP para ensayar
mayores niveles de actividad sHASEGP secretada activa a pH neutro.
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b. Resultados

CONSTRUCCION GENICA DE sHASEGP HUMANA |U/ML/24 HORAS PH 7,4
Lider Kappa de IgG-sHASEGP AA 38-478HIS6 3,0257
Lider Nativo-sHASEGP AA 1-478 HIS6 0,4857

Los resultados de ensayo enzimatico indicaban que el lider Kappa de IgG era capaz de aumentar la secrecion de
SHASEGP aproximadamente 7 a 8 veces mds que el lider de secrecion nativo cuando se comparaba con los clones
P478, Y 482 o N 483 que carecian de dicho lider. Otras construcciones de lider de kappa con variaciones del sitio de
fusion del lider de la Asp o la Gly del lider Kappa a L36 o F38 de sHASEGP también producian niveles aumentados
de actividad hialuronidasa secretada activa a pH neutro. Estos ejemplos pretenden ampliar mds que limitar el alcance
de la invencidn, ya que pueden utilizarse otras secuencias lider secretoras eficaces con la misma tecnologia.

Ejemplo 6
Generacion de un vector de expresion de sHASEGP humana

Se gener6 una SHASEGP sin un marcador epitdpico por clonacién en un casete de expresion bicistrénico, HZ24
(SEC ID N°: 47). El vector plasmidico HZ24 para la expresién de sHASEGP comprende una cadena principal de
vector pCI (Promega), una secuencia de ADN que codifica los aminodcidos 1-482 de hialuronidasa PH20 humana,
un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) del virus ECMW (Clontech), y el gen de la dihidrofolato reductasa
(DHFR) de ratén. La cadena principal del vector pCI también incluye un ADN que codifica el gen de resistencia
a Beta-lactamasa (AmpR), un origen fl de replicacién, una regién potenciadora/promotora temprana inmediata de
citomegalovirus (CMV), un intrén quimérico y una sefial de poliadenilacién tardia de SV40 (SV40). E1 ADN que
codifica la construccién de sHASEGP contenia una secuencia de consenso Kozak en la Metionina del lider sefial nativo
y un codén de terminacién en la Tirosina 482. La construccion resultante pCI-PH20-IRES-DHFR-SV40pa (HZ-24)
da como resultado una sola especie de ARNm dirigida por el promotor de CMV que codifica los aminoacidos 1-482
de PH20 y los aminodcidos 1-187 de la dihidrofolato reductasa separado por el sitio interno de entrada al ribosoma.

La fase de lectura abierta de PH20 humana se amplificé a partir de un clon de ORF de Invitrogen (IOH10647,
Invitrogen, Carlsbad CA) con un cebador 5’ que introducia un sitio Nkel y una secuencia de consenso Kozack antes
de la Metionina de PH20 y un cebador inverso que introducia un codén de terminacién después de la Tirosina 482 e
introducia un sitio de restricciéon BamH]1. El producto de PCR resultante se 1igé en el plasmido pIRESpuro2 (Clontech,
Palo Alto, CA) después de la digestion del fragmento de PCR de PH20 con Nhel y BamHI.

Ejemplo 7
Generacion de una linea celular que expresa sHASEGP

Se sembraron células CHO DG44 no transfectadas que crecian en medio CD-CHO modificado de GIBCO para
células DHFR(-) complementado con Glutamina 4 mM y 18 ml de Plurionic F68/L (Gibco), a 0,5 x 10° células/ml en
un matraz agitador en la preparacion para la transfeccion. Las células se cultivaron a 37°C en un incubador humidi-
ficado de CO, al 5% con 120 rpm para agitacion. Se ensayaron células CHO DG44 no transfectadas en crecimiento
exponencial para determinar su viabilidad antes de la transfeccion.

Se sedimentaron 60.000.000 de células viables del cultivo de células CHO DG44 no transfectadas y se resuspen-
dieron a una densidad de 20.000.000 células en 0,7 ml de tampdn de transfeccion 2x (HeBS 2X = Hepes 40 mM,
pH 7,0, NaCl 274 mM, KCI 10 mM, Na,HPO, 1,4 mM, dextrosa 12 mM). A cada alicuota de células resuspendidas,
se afiadieron 0,09 ml del pldsmido HZ24 lineal (250 ug) y las soluciones de células/ADN se transfirieron a cubetas
de electroporaciéon BTX (Gentronics) de hueco de 0,4 cm a temperatura ambiente. Se realizé una electroporacién
de control negativo sin ADN plasmidico mezclado con las células. Las mezclas de células/pldsmido se usaron para
electroporacién con una descarga de capacitor de 330 V 'y 960 uF o a 350 V y 960 uF.

Las células se retiraron de las cubetas después de la electroporacion y se transfirieron a 5 ml de medios CD-CHO
modificados para células DHFR(-) complementados con Glutamina 4 mM y 18 ml de Plurionic F68/L (Gibco) y se
dejé que crecieran en un pocillo de una placa de cultivo de tejidos de 6 pocillos sin seleccién durante 2 dias a 37°C en
un incubador humidificado de CO, al 5%.

Dos dias después de la electroporacidn, se retiraron 0,5 ml de medio de cultivo de tejidos de cada pocillo y se
ensayaron para determinar la presencia de actividad hialuronidasa.
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Actividad Hialuronidasa Inicial de Células CHO DG44 Transfectadas con HZ24 a las 40 Horas Post-Transfeccion

Dilucién |Actividad Unidades/ml
Transfeccion 1 a330V [1a10 |0,25

Transfeccion 2 a350V |1 a10 0,52

Control Negativo 1a10 0,015

Se recogieron células de la transfeccién 2 (350V) del pocillo de cultivo de tejidos, se realizé un recuento y se
diluyeron hasta 10.000 a 20.000 células viables por ml. Se transfirié una alicuota de 0,1 ml de la suspensién celular a
cada pocillo de cinco placas de cultivo de tejidos de fondo redondeado de 96 pocillos. Se afiadieron 0,1 ml de medios
CD-CHO (GIBCO) que contenfan Glutamax-1 4 mM y sin complementos de hipoxantina y timidina a los pocillos que
contenian células (volumen final de 0,2 ml).

Se identificaron diez clones a partir de las 5 placas cultivadas sin metotrexato.

ID Placa/Pocillo |Actividad Hialuronidasa Relativa
1C3 261
2C2 261
3D3 261
3E5 243
3C6 174
2G8 103
1B9 304
2D9 273
4D10 302
1EI1 242
control (+) A1 333
control (-) H12 |0

Se expandieron seis clones de HZ24 en cultivo y se transfirieron a matraces agitadores como suspensiones de
una sola célula. Los clones 3D3, 3ES5, 2GS, 2D9, 1E11 y 4D10 se sembraron en placas de cultivo de tejidos de fondo
redondeado de 96 pocillos usando una estrategia de dilucién infinita bidimensional. Se cultivaron los clones diluidos en
un fondo de 500 células CHO DG44 no transfectadas por pocillo para proporcionar factores de crecimiento necesarios
para los dias iniciales en cultivo. Se prepararon diez placas por subclén.

El clon 3D3 producia 24 subclones visuales. Se midi6 la actividad hialuronidasa significativa en los sobrenadantes
de 8 de los 24 subclones (> 50 Unidades/ml) y estos 8 subclones se expandieron en matraces de cultivo de tejidos T-
25 en presencia de metotrexato 50 nM. El clon 3D3 50 nM se expandi6 adicionalmente en metotrexato 500 nM dando
origen a clones que producian un exceso de 1.000 Unidades/ml en matraces agitadores (clon 3D3 5M).

Ejemplo 8
Produccion de sHASEGP

Se descongel6 un vial de 3D3 5 M y se expandié desde matraces T a matraces rotativos de 1 1 en CHO CDM (Invi-
trogen, Carslbad CA) complementado con Metotrexato 100 nM y Glutamax (Invitrogen). Las células se transfirieron
de matraces rotativos a un biorreactor de 5 I (Braun) a una densidad de inoculacién de 4,0 x 10ES células viables por
ml. Los parametros eran punto de referencia de temperatura, 37°C, pH 7,2 (punto de referencia de partida), con punto
de referencia de oxigeno disuelto al 25% y una cubierta de aire de 0-100 cc/min. A las 168 h, se afiadieron 250 ml de
Medio de Cultivo N° 1 (CD CHO + Glucosa 50 g/1). A las 216 horas, se afladieron 250 ml de Medio de Cultivo N° 2
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(CD CHO + Glucosa 50 g/l + Butirato S6dico 10 mM) y a 264 horas se afiadieron 250 ml de Medio de Cultivo N° 2.
Este proceso daba como resultado una productividad final de 1600 Unidades por ml con una densidad celular méxima
de 6 millones de células/ml. Se descubrié que la adicién de butirato sédico aumentaba drasticamente la produccién de
SHASEGP en las fases finales de produccion.

Cultivo de 3D3-5 M y Produccion de sHASEGP, Biorreactor de 51

Horas de Células % Unidades/ml|{Vol [[Glucosa]|Cultivo
Procesamiento [Viables x |Viables (ml)
10E5

0 4.4 100 0 4500 |547

24 57 100 0 4500 |536

48 10,1 100 37 4500 |501

72 17,1 99 62 4500 |421

96 28,6 99 118 4500 |325

120 28,8 99 240 4500 |274

144 60,2 100 423 4500 |161

168 55 100 478 4500 |92 250 mi
Cultivo N° 1

192 66,6 98 512 4750 (370

216 55,2 92 610 4750 |573 250 mi
Cultivo N° 2

240 53 88 710 5000 (573

264 49,8 84 852 5000 (474 250 mi
Cultivo N° 2

288 40 70 985 5250 (770

312 31 61 1467 5250 (773

336 254 52 1676 5250 (690

Ejemplo 9
Purificacion de sHASEGP

Se aclararon medios acondicionados del clon 3D3 por filtracién en profundidad y diafiltracién de flujo tangencial
en Hepes 10 mM a pH 7,0. Después se purific6 HASEGP soluble por cromatografia secuencial en intercambio iénico
en Q Sefarosa (Pharmacia), cromatografia de interaccién hidr6foba en Fenil Sefarosa (Pharmacia), cromatografia de
fenil boronato (Prometics) e Hidroxiapatita (Biorad, Richmond, CA).

La sHASEGP se unia a la Q Sefarosa y se elufa a NaCl 400 mM en el mismo tampén. El eluido se diluyé con
sulfato de amonio 2 M a una concentracion final de ASO4 500 mM y se pasé a través de una columna de Fenil Sefarosa
(low sub), seguido de unién en las mismas condiciones a una resina de fenil boronato. La sHASEGP se eluy6 de la
resina de fenil sefarosa en Hepes pH 6,9 después de lavar a pH 9,0 en bicina 50 mm sin ASOA4. El eluido se carg6 en
una resina de hidroxiapatita cerdmica a pH 6,9 en PO4 5 mM, CaCl2 1 mM y se eluy6é con PO4 80 mM pH 7.4 con
CaCl2 0,1 mM.

La sHASEGP purificada resultante poseia una actividad especifica en exceso de 65.000 Unidades USP/mg de
proteina por medio del ensayo de microturbidez usando el patrén de referencia USP. La sHASEGP purificada se eluia
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como un solo pico de 24 a 26 minutos a partir de una columna de divinilbenceno de estireno SRPC de Pharmacia con
un gradiente entre TFA al 0,1%/H,0 y TFA al 0,1%/acetonitrilo al 90%/H,O al 10% y se resolvié como una sola banda
ancha de 61 kDa mediante electroforesis en SDS que se reducia a una banda estrecha de 51 kDa tras el tratamiento con
PNGASA-F. La secuenciacién de aminodcidos N-terminal puso de manifiesto que el péptido lider se habia eliminado
eficazmente.

Secuencia de Aminodcidos N-terminal de sHASEGP purificada bioquimicamente

Posicion 1 2 3 4 5 6 |7 |18 |9 |10 |11
Teorica Leu |Asn |Phe |Arg |Ala |Pro |Pro |Val |lie |Pro |Asn
Asn |Phe |Arg |Ala |Pro |Pro [Val |lie |Pro [Asn

Observada

Ejemplo 10
Andlisis de glicosilacion de sHASEGP obtenida de CHO DG44

Existen datos contradictorios en lo que se refiere a si SHASEGP de diferentes especies requieren glicosilacion
para su actividad catalitica. Por ejemplo, se describe que la hialuronidasa de veneno de abeja enzimaticamente activa
puede sintetizarse en células que carecen de la maquinaria de glicosilacion, es decir, tales como E. coli. Ademais, el
tratamiento de hialuronidasa de testiculos bovinos purificada con PNGasa no inactivaba la actividad enzimatica (Ya-
magata et al 1997). Otros estudios describen pérdida de actividad después de la desglicosilacion y que son necesarios
adicionalmente enlaces disulfuro.

Puesto que todos estos ensayos previos se realizaron usando preparaciones brutas o parcialmente purificadas, no
era evidente no obstante si la pérdida de actividad era el resultado de la exposicion de enzima desglicosilada a proteasas
contaminantes en las preparaciones brutas o una relacién funcional directa entre glicosilacién y actividad catalitica.

a. Protocolo

Para determinar si podia introducirse glicosilacién ligada a N funcional en sHASEGP humana usando un sistema
de expresion basado en CHO en condiciones sin proteina, se expresé un ADNc que codifica sSHASEGP humana-HIS6
en células CHO usando un casete bicistrénico IRESpuro en medios definidos quimicamente. Se cultivaron las células
durante 72 horas en CHO CDM (Invitrogen/Gibco) seguido de concentracion y diafiltracion de flujo tangencial en
una unidad Pellicon TFF (Millipore) con membranas de punto de corte de 30 kDa. El concentrado se intercambid
con Hepes 10 mM pH 7,4 NaCl 50 mM. Después, el diafiltrado se cargé en una resina de sefarosa de corriente sin
turbulencia de DEAE y se eluy6 con un gradiente de NaCl de NaCl 0-1 M en una resina FPLC de Pharmacia. Se eluy6
la sSHASEGP humana entre NaCl 10-30%. Los niveles de SHASEGP en fracciones de columna determinaron que la
mayoria de la enzima se recuperaba en el gradiente de NaCl al 10-30%. La enzima del gradiente de NaCl al 10-30%
se purificé después adicionalmente mediante cromatografia de afinidad en una resina IMAC cargada con Ni. Se eluy6
la SHASEGP humana a partir de la resina IMAC después de lavar con Imidizol 10 mM con Acetato 50 mM a pH 5,0.
La proteina se concentrd y se dializé contra Hepes 10 mM a pH 7.,4. Se determiné que la enzima altamente purificada
poseia una actividad especifica de 97.000 Unidades/mg de proteina en presencia de Calcio 1 mM y HSA 1 mg/ml en
el ensayo de microtitulacién de sustrato biotinilado basado en ELISA.

Para detectar cambios en la masa molecular relativa de proteina, se traté6 SHASEGP humana purificada con PNGA-
SA o Neuraminidasa durante una noche seguido de electroforesis en gel, electrotransferencia y andlisis de transferencia
de western con un anticuerpo monoclonal anti-His6 unido a HRP (Qiagen) y deteccién con ECL.

b. Resultados

El andlisis de transferencia de Western determiné que la SHASEGP humana producida en células CHO era sensible
a tratamiento con PNGASA. La masa molecular relativa de sHASEGP humana ponia de manifiesto que la proteina
estaba altamente glicosilada. Tras una digestion completa durante una noche con PNGASA, 1la sHASEGP humana se
reducia a una sola especie, confirmando que una ligera heterogeneicidad de la banda sin digerir podria atribuirse a res-
tos de azucares ligados a N. La digestion parcial con PNGasaF mostraba una serie de intermedios que se desplazaban
desde sin tratamiento y se desplazaban progresivamente con un tratamiento mds prolongado. Aunque las bandas eran
algo difusas en un gel al 7%, podian visualizarse al menos 6 isoformas intermedias diferentes.

El tratamiento de sHASEGP con Neuraminidasa puso de manifiesto que las células CHO eran de hecho capaces de
sintetizar SHASEGP humana sialada. Tras el tratamiento con neuraminidasa y el andlisis de transferencia de Western
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de sHASEGP en Geles al 7%, la sHASEGP recombinante humana obtenida de CHO puso de manifiesto un desplaza-
miento de aproximadamente 1-3 kDa en la motilidad en comparacién con sHASEGP sin tratar. Este es por lo tanto el
primer informe de la generacién de una sHASEGP humana sustancialmente sialada. Esto es muy valioso tanto para
la estabilidad como para aumentar la semivida en suero de una sHASEGP humana, ya que la SHASEGP de esperma
nativa de muchas especies carece de sialacién y no reacciona con lectinas especificas de acido sidlico.

Andlisis FACE de sHASEGP

El andlisis de oligosacdridos de sHASEGP activa mediante anélisis FACE permite una determinacion rapida de
perfiles de sSHASEGP cataliticamente activas.
Protocolo

Se evalu6 hialuronidasa purificada a partir del clon 3D3 5M usando Generacidn de perfiles de oligosacédridos
ligados a N FACE® (Prozyme). Los oligosacdridos se escindieron a partir de 128,7 ug de glicoproteinas mediante
digestion enzimatica con N-Glicanasa (también conocida como PNGasa), se marcaron usando el fluoréforo ANTS y se
separaron mediante electroforesis. Las posiciones relativas de las bandas de oligosacdridos se determinaron procesando
la muestra y diluciones de la muestra al lado de una escalera de patron de oligosacaridos que designaba la distancia de
migracion en unidades de Grado de Polimerizacién (DP).
Resultados

El Perfil N para la muestra de hialuronidasa consiste en diez bandas de las que seis (que se procesan al mismo
tiempo que las bandas de patrén de oligosacaridos G5-G12) tienen intensidades superiores al 9%. Ademads, la banda
que corre al lado del patrén G9 era la més intensa con intensidades del 35%-46%.

sHAS

Andlisis de oligosacdridos de EGP

Oligosacarido de sHASEGP |Grado de Polimerizacion|Porcentaje Total
1 15,64 1,2
2 13,68 3,4
3 11,61 10,0
4 10,04 10,4
5 8,37 35,4
6 7,32 9,7
7 6,14 9,0
8 5,57 12,4
9 3,84 2,3
10 3,26 0,5
Ejemplo 11

Dependencia de glicosilacion ligada a N de sHASEGP para la actividad enzimdtica
a. Protocolo
Se mezclaron muestras de HIS6-sHASEGP purificada con tampén que contenia Neuraminidasa y PNGASA con y

sin Octilglucésido 50 mM durante una noche a 37°C. Se verific6 que se habian eliminado los oligosacdridos mediante
desplazamiento en gel a partir de andlisis de transferencia de Western.

68



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335005 T3

b. Resultados

MUESTRA U/ML
Sin reaccién 22,01
Neuraminidasa durante una noche (O/N) OG 50 mM|23,57
PNGasaF con OG 50 mM 0,0

PNGasaF sin OG 50 mM durante una noche (o/n) 10,74

Ejemplo 12
Actividad de sHASEGP hacia glicosaminoglicanos sulfatados y no sulfatados

Ademis del ensayo basado en microtitulacién usando HA, la especificidad de sustrato de sSHASEGP hacia otros
glicosaminoglicanos o proteoglicanos puede ensayarse usando un ensayo de desplazamiento en gel con sustratos puri-
ficados para determinar la actividad de sHASEGP hacia otros glicosaminoglicanos. Muchos ensayos de hialuronidasa
se han basado en la medicién de la generacion de nuevos grupos N-acetilamino reductores (Bonner y Cantey, Clin.
Chim. Acta 13: 746-752, 1966) o pérdida de viscosidad (De Salegui et al., Arch. Biochem. Biophys. 121:548-554,
1967) o turbidez (Dorfman y Ott, J. Biol. Chem. 172: 367,1948). Con sustratos purificados todos estos métodos son
suficientes para la determinacién de la presencia o ausencia de actividad endoglucosamidica.

a. Protocolo

Ensayo de desplazamiento en gel - Se mezclan sustratos purificados con sHASEGP recombinante para ensayar
para actividad endoglucosidasa que da origen a una motilidad aumentada en el sustrato dentro del gel. El Sulfato de
Condroitina A, Agrecano y D eran de Calbiochem. El Hialuronano (Cordén Umbilical Humano), Sulfato de Condroi-
tina C, Sulfato de Dermatédn y Sulfato de Heparan se obtuvieron de Calbiochem. El hialuronano de cordén umbilical
humano se obtuvo en ICN. Cada sustrato de ensayo se diluye a 0,1 mg/ml. Muestras de 10 ul de sHASEGP purificada
o medios acondicionados de células que expresan SHASEGP se mezclan también con 90 ul de sustrato de ensayo en
tamp6n deseado y se incuban durante 3 horas a 37°C. Después de la incubacion las muestras se neutralizan con tampén
de muestras (Tris EDTA pH 8,0, Azul de Bromofenol y glicerol) seguido de electroforesis en geles de poliacrilamida
al 15%. Se detectaron glicosaminoglicanos por tincién de los geles en Azul Alcian al 0,5% en Acido Acético Glacial
al 3% durante una noche seguido de desteflido en Acido Acético Glacial al 7%. La degradacién se determina por
comparacion de la motilidad de sustrato en presencia o ausencia de enzima.

b. Resultados

Se incubaron 10 Unidades de SHASEGPyy56 en 10 ul con 90 ul de Tampén Hepes 10 mM con Albimina Sérica
Humana 50 ug/ml durante 2 horas a 37°C que contenia 10 pg de diversos glicosaminoglicanos y proteoglicanos.
El andlisis electroforético seguido de tincién con azul Alcian puso de manifiesto desplazamientos de la motilidad
aumentados para una sola especie en Sulfato de Condritina A, C y D, Agrecano y Hialuronano pero no Sulfato de
Heparan ni Sulfato de Condritina B. Mientras que los glicosaminoglicanos no digeridos corrian como una mancha en
la mitad del gel, los productos digeridos mostraban que la mayoria de la tincién con azul alcian corria en el frente del
colorante, corriendo una pequefia cantidad de material como una esclarea gradual.

Ejemplo 13
Efectos de iones metdlicos sobre la activacion de sHASEGP

Ademis de la necesidad de glicosilacién para una actividad enzimdtica 6ptima, se descubrié que la SHASEGP
humana se activaba con cationes para una actividad enzimadtica 6ptima. En el proceso de purificacion, se descubrid
que la sHASEGP tenia una baja actividad especifica después de etapas de cromatografia sucesivas. Se descubri6 que la
sHASEGP marcada con HIS6 tenfa una actividad especifica muy baja cuando se purificaba hasta la homogeneicidad a
partir de DEAE seguido de purificaciones en Ni-IMAC sucesivas. Puestos que las resinas IMAC pueden quelar iones
metdlicos, se afladieron diversos metales de nuevo a la sHASEGP para determinar la actividad enzimadtica relativa.
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a. Protocolo
Se ensayé sHASEGP purificada después de la incubacién con niquel (Ni), Cobalto (Co), Zinc (Zn) Calcio (Ca) y

Magnesio (Mg) 0,1 mM durante 2 horas a temperatura ambiente seguido de determinacion de actividad hialuronidasa
en un ensayo basado en microtitulacién.

b. Resultados

Aditivo de Sal Metalica  |Actividad Neutra U/ml
SIN ADITIVOS 11, 909
Ni 100 uM 6,0306
Co 100 uM 8,972
Zn 100 uM 3,7476
Ca 100 uM 101,9892

Se descubri6 un aumento significativo en la actividad hialuronidasa después de la incubacién de SHASEGP con
Calcio 0,1 mM o Magnesio 0,1 mM. No se descubri6 dicha activacién después de la incubacién con otros metales.
La adicién de Calcio a SHASEGP aumentaba la actividad especifica de la enzima hasta aproximadamente 97.000
unidades por miligramo de proteina basdndose en la medicién a A280. Después se ensayé una curva de respuesta a la
dosis de metales de Calcio y Magnesio para determinar la concentracién 6ptima de iones metdlicos respecto a enzima.

mM Metal Divalente|[Ca++]|[Mg++]
100 1 1,3

10 108 104

1 169 164
0,11 123 78

0,01 59 18
0,001 47 13
0,0001 39 13
0,00001 55 15

Se descubrié que la activacion de SHASEGP se producia en el intervalo micromolar. Las concentraciones por en-
cima de 10 mM eran inhibidoras tanto para el Calcio como para el Magnesio. Para descartar la activacién inespecifica
de sustrato mas que de enzima, se incub6 Cloruro Célcico en tampdén Hepes 10 mM con el sustrato biotinilado inmo-
vilizado en la placa de microtitulacién seguido de lavado. No se descubri6 activacion cuando se afiadia la enzima a la
placa preincubada con Calcio que se habia lavado. La activacién también se ensay6 sobre sHASEGP nativa liberada
por fosfolipasa C que puso de manifiesto una activacion similar con Calcio, descartando un artefacto del marcador
epitépico HIS6 carboxi terminal.

Ejemplo 14
Efectos de la albumina sobre la actividad de sHASEGP

Se descubrié que la dilucién de rHUPH20 recombinante y otras preparaciones de hialuronidasas obtenidas de
testiculos de matadero necesitaban albimina ademds de Calcio para una actividad 6ptima.
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a. Protocolo

Se diluy6 Albimina Sérica Humana (ICN) en tampén Hepes 10 mM con Calcio para determinar los efectos de la
protefna albiimina sobre la actividad enzimdtica. Se examinaron ensayos enzimdticos con SHASEGP y preparaciones
comerciales usando tanto CaCl, 1 mM como Albimina Sérica Humana 1 mg/ml.

b. Resultados

Activacidn de actividad hialuronidasa se descubri6 a altas diluciones en presencia de albimina. No estaba claro si
esta actividad era el resultado de impedir la desnaturalizacion o si de que la albimina afectaba a la disponibilidad del
sustrato. Una formulacién preferible de sHASEGP humana podria incluir por lo tanto Albimina y una sal metalica
que consiste en Calcio o Magnesio.

Ejemplo 15
Actividad de propagacion de sHASEGP purificada in vivo
a. Protocolo

Se diluy6 sHASEGP purificada en Hepes 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, Pluronic al 0,1% hasta 0,5 U/ul en agua
apirégena con NaCl 0,15 M. Se realizaron una serie de diluciones en 20 ul finales de solucidn salina para dar un total de
0,01, 0,05, 0,1 Unidades por inyeccién. Se afiadieron 20 ul de solucién de Tripdn Azul a un volumen final de 40 ul y se
inyectaron por via subcutdnea en la piel lateral a cada lado de ratones balb™/™ que se habian anestesiado previamente
i. p. mediante administracion de quetamina/xilacina. Se midieron las dreas con colorante en 2 dimensiones con un
microcalibrador de t = 0 a t = 45 min. El 4rea se representé como mm?. Como control se incluyé HYAL1 humana
recombinante que carece de actividad a pH neutro pero se secreta.

b. Resultados

ARTICULO DE ENSAYO AREA CON COLORANTE A 45 MIN
A. Control de Solucion Salina  |51,5 mm?

B. sHASEGP 0,01 U 76,8 mm?

C. sHASEGP 0,05 U 98,22 mm?

D. sHASEGP 0,10 U 180,4 mm?

E. HYAL1 100 U 67,48 mm?

Ejemplo 16
Cinética de la actividad de difusion de sHASEGP
a. Protocolo

Se separé sHASEGPy;s purificada recombinante en 2 alicuotas. Una se calenté a 95°C durante 15 minutos en un
termociclador con una tapa calentada. La otra permanecid a temperatura ambiente. Se verificd la inactivacion térmica
de la actividad enzimatica en el ensayo enzimdtico basado en microtitulacidn. Para el andlisis cinético se ensayd
material inactivado por calor frente al nativo. Se inyectaron 4 Unidades de SHASEGP purificada o material inactivado
por calor equivalente por via subcutdnea con colorante tripan azul. Se ensayaron las dreas a diversos puntos temporales
hasta 15 minutos.
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b. Resultados

4 UNIDADES |4 UNIDADES INACTIVADAS POR CALOR
tminutos postinyeccion |tminutos postinyeccion

to = 52,38 to = 50,58

t3= 116,51 T3 =65,48

tes5 = 181,93 Ts,5 =63,87

t10=216,96 T10 =65,80

t16= 279,99 T =74,3

Ejemplo 17
Restauracion de la barrera dérmica descompuesta por sHASEGP
a. Protocolo

Para establecer el tiempo de regeneracion de los poros abiertos con SHASEGP después de la administracion sub-
cutdnea, se inyectaron 2 Unidades de sHASEGP purificada o control de solucién salina en dos sitios laterales opuestos
por via subcutdnea en animales a t = 0, seguido de inyeccién con tripan azul en el mismo sitio a 30 min, 60 min y

24 horas. Se registré el drea de difusion del colorante a t = 15 minutos postinyeccion para cada punto temporal en
comparacion con el control.

b. Resultados

2 UNIDADES CONTROL DE SOLUCION SALINA
Thoras postinyeccién de sHASEGP |thoras postinyeccién de SHASEGP

tosnh=183 tosnh= 54

t1h =167 t1h=50

toon =61 toon =48

Los dos resultados demuestran que la barrera dérmica se reconstituye a las 24 horas de la administracién de 2
Unidades de enzima.

Ejemplo 18
Determinacion del tamafio de los canales abiertos por sHASEGP

Se demostrd que los canales abiertos por sHASEGP humana en el espacio intersticial son suficientes para permitir
la difusién de una pequefia molécula, es decir, colorante tripan azul. Sin embargo, se desconocia cudles eran los limites
superiores en el tamafio de particulas que podian difundir en presencia de sHASEGP.

a. Protocolo

Se usaron moléculas fluorescentes de tamaiios variables para determinar el tamafio de los canales abiertos por la
SHASEGP humana. Dextranos tratados con Fluoresceina de un Peso Molecular Promedio de 4.400 y 2 millones de
Da (Sigma) asf como perlas marcadas con fluoresceina de didmetros definidos de 20 nanémetros a 500 nanémetros
(Molecular Probes), se administraron por via subcutdnea en un volumen de 40 ul, siguiendo la inyecciéon de sHASEGP
o control de solucidn salina en los mismos sitios. Después se midi6 el drea del frente de colorante en dos dimensiones
a 15 minutos postinyeccion.
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b. Resultados

Agente de Difusién|Tamaro de Particula de Area a 15 min |Desv. Tip.
Ensayo de Difusidn

sHASEGP 4400 Da 84,2 257
Control 4400 Da 38,0 5,8
sHASEGP 2 x 10E6Da 141,2 45
Control 2 x 10E6Da 51,7 8,1
sHASEGP 20nm de Diametro 92,3 20,6
Control 20nm de Diametro 51,6 3,0
sHASEGP 100nm de Diametro 61,0 57
Control 100nm de Diametro 40,0 7,0
sHASEGP 200nm de Diametro 35,56 1,6
Control 200nm de Diametro 27,9 8,2
sHASEGP 500nm de Diametro 44,8 13,6
Control 500nm de Diametro 41,2 9,8

Los resultados demostraron que las moléculas de aproximadamente 1 kDa (Tripdn Azul) a 50 nm de didmetro
(Perlas de Latex) mostraban una difusién aumentada después de la administracién de sHASEGP. Mientras que la
albumina sérica bovina (66 kDa) mostraba una cinética similar de difusién al tripan azul, las perlas de latex de 50 nm
requerian un tiempo significativamente mayor para difundir. Las perlas de 500 nm no mostraban difusién hasta 480
minutos.

Ejemplo 19

Perfiles farmacocinéticos en suero de anticuerpos biotinilados después de la coinyeccion subcutdnea de sHASEGP
humana

a. Protocolo
Se anestesiaron ratones Balb/c hembra con una mezcla de quetamina/xilacina. Después a los ratones se les inyectd

por via subcutdnea 20 ul de una solucién 0,5 mg/ml de IgG de ratén biotinilada mezclada con 20 ul de solucién salina
0 20 ul de sSHASEGP que contenia 4 Unidades de actividad.

b. Resultados

TIEMPO POSTINYECCION|CONTROL [sHASEGP (4U)
IgG Séricat=0h 0 ng/ml 0 ng/ml

IgG Séricat=2h 0 ng/ml 360 ng/ml

IgG Séricat=51h 4152 ng/ml|4176 ng/ml

Los resultados demuestran que la sHASEGP aumenta la cinética de distribucién sérica de moléculas de gran
tamafio en circulacién. Cuando no se podia detectar IgG biotinilada en el grupo de control a las 2 horas, eran evidentes
360 ng/ml a las 2 horas en el grupo de sSHASEGP.
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Ejemplo 20

Actividad de propagacion de moléculas inyectadas por via subcutdnea después de la inyeccion intravenosa de
SHASEGP humana

a. Protocolo

Se utilizaron cuatro sitios para la inyeccion de colorante por dosis de cada articulo de ensayo y control de vehiculo.
La inyeccién de colorante era 45 minutos después de la inyeccién i. v.. Cada dosis de articulo de ensayo o de control
se inyectd i. v. en 2 animales. La medicién del area del frente de colorante después de 45 minutos de la administracién
de enzima se calcul6 a los 2,5, 5, 10 y 15 minutos para cada dosis o control de vehiculo.

b. Resultados

Los resultados demostraban que la sHASEGP altamente purificada estaba disponible por via sistémica para tejidos
distales tras la administracién intravenosa. La actividad de propagacién de sHASEGP administrada por via sistémica
era dependiente de dosis, siendo una inyeccién de 10 unidades indistinguible del control de vehiculo.

Tipo [Dosis IV|Tiempo Minutos|Area Media (mm?)|DT

PH20 1000 2,5 86,417 2,834193
PH20 1000 5 102,17 2,221146
PH20 1000 10 124,53 6,304944
PH20 1000 15 129,81 1,434319
PH20 300 2,5 59,137 7,218615
PH20 300 5 73,638 7,51197
PH20 300 10 87,092 8,686008
PH20 300 15 92,337 10,66466
PH20 100 2,5 56,308 7,741934
PH20 100 5 63,156 11,42052
PH20 100 10 76,519 16,18449
PH20 100 15 77,432 17,32264
PH20 30 2,5 50,534 10,64287
PH20 30 5 59,493 5,163971
PH20 30 10 68,102 11,00071
PH20 30 15 71,118 9,934212
PH20 10 2,5 36,4 3,807072
PH20 10 5 39,859 6,680932
PH20 10 10 45,649 4,44936
PH20 10 15 48,41 6,546835
Control O 2,5 34,652 5,935037
Control O 5 36,279 3,614544
Control O 10 44 687 5,821216
Control O 15 53,002 2,812439
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REIVINDICACIONES

1. Una glicoproteina sustancialmente purificada que comprende un polipéptido hialuronidasa soluble activo a pH
neutro que contiene al menos un resto azucar ligado a N, en el que:

el resto azucar ligado a N estd unido covalentemente a un resto asparagina del polipéptido;

la glicoproteina sustancialmente purificada comprende una secuencia de aminodcidos incluida en la SEC ID N°: 1
o0 una secuencia que tiene una identidad de secuencia de aminodcidos de al menos aproximadamente el 91% con una
secuencia de aminodcidos incluida en la SEC ID N°: 1;y

la glicoproteina sustancialmente purificada es soluble.

2. Una glicoproteina sustancialmente purificada de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido estd codificado por
una molécula de 4cido nucleico que codifica los aminodcidos 36-482 de la SEC ID N°: 1 o los aminodcidos 1-482 de

la SEC ID N°: 1.

3. La glicoproteina sustancialmente purificada de la reivindicacién 2, en la que la molécula de acido nucleico tiene
una secuencia de nucledtidos expuesta en la SEC ID N°: 48.

4. La glicoproteina sustancialmente purificada de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido incluye una secuencia
de aminodcidos expuesta en la SEC ID N°: 1 que estd truncada en un resto aminoacidico que es o estd entre los restos
aminoacidicos 467 y 483.

5. La glicoproteina sustancialmente purificada de la reivindicacién 1, en la que el polipéptido incluye una secuencia
de aminodcidos expuesta en la SEC ID N°: 1 que estd truncada en un resto aminoacidico seleccionado de entre 467,
477,478, 479, 480, 481, 482 y 483.

6. La glicoproteina sustancialmente purificada de la reivindicacién 5, en la que el polipéptido se secreta en células
CHO.

7. Una glicoproteina sustancialmente purificada de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido estd modificado
con un polimero.

8. Una glicoproteina sustancialmente purificada de la reivindicacién 7, en la que el polimero es PEG o dextrano.
9. Un método para producir una glicoproteina sustancialmente purificada de la reivindicacién 1, que comprende:

introducir un dcido nucleico que codifica un polipéptido de la reivindicacidn 1 unido operativamente a un promotor
adecuado en una célula capaz de incorporar restos de azicares ligados a N en el polipéptido;

cultivar la célula en condiciones por las que se exprese un polipéptido codificado por la célula; y

recuperar el polipéptido o polipéptidos expresados.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que la célula es una célula CHO.
11. Una composicién farmacéutica que comprende una glicoproteina de cualquiera de las reivindicaciones 1-8.

12. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 11, en la que el polipéptido se produce por expresion en
células de mamifero de una molécula de dcido nucleico que codifica los aminodcidos 1-482 de la SEC ID N°: 1 o una
molécula de 4cido nucleico que codifica los aminodcidos 36-482 de la SEC ID N°: 1.

13. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 12, en la que la célula de mamifero es una célula CHO.

14. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 11, que comprende ademds un agente farmacéuticamente
activo.

15. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 14, en la que el agente farmacéuticamente activo se selec-
ciona de entre un agente quimioterapico, un agente analgésico, un agente antiinflamatorio, un agente antimicrobiano,
un agente amebicida, un agente tricomonicida, un agente antiparkinsoniano, un gente antimaldrico, un agente anticon-
vulsivante, un agente antidepresor, un agente antiartritico, un agente antifiingico, un agente antihipertensor, un agente
antipirético, un agente antiparasitario, un agente antihistaminico, un agente agonista alfa-adrenérgico, un agente alfa-
bloqueante, un agente anestésico, un agente broncodilatador, un agente biocida, un agente bactericida, un agente bacte-
riostéatico, un agente bloqueante beta-adrenérgico, un agente bloqueante de canales de calcio, un agente farmacolégico
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cardiovascular, un agente anticonceptivo, un agente descongestivante, un agente diurético, un agente depresor, un
agente de diagndstico, un agente electrolitico, un agente hipnético, un agente hormonal, un agente hiperglucemiante,
un agente relajante muscular, un agente de contraccién muscular, un agente oftdlmico, un agente parasimpaticomi-
mético, un agente energizante psiquico, un agente sedante, un agente simpaticomimético, un agente tranquilizante, un
agente urinario, un agente vaginal, un agente viricida, un agente vitaminico, un agente antiinflamatorio no esteroideo,
un agente inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina, un polipéptido, una proteina, un 4cido nucleico, un
farmaco, una molécula organica o un inductor del suefio.

16. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 14, en la que el agente farmacéuticamente activo se selec-
ciona de entre insulina, una citocina, un anticuerpo y un anticuerpo monoclonal.

17. Un conjugado que comprende una glicoproteina soluble de la reivindicacién 1 o que comprende un dominio
de una proteina soluble de la reivindicacién 1.

18. Una composicién de cualquiera de las reivindicaciones 11-16 para el uso en el tratamiento de un exceso de
glicosaminoglicanos; para tratar un tumor; para tratar un trastorno cardiovascular; para aumentar la penetracién de
agentes quimioterdpicos en tumores sélidos; para el uso en la induccidén de licuefaccién del humor vitreo; para el uso
en el suministro de una molécula de menos de 500 nm de tamafio a un tejido que contenga cantidades excesivas de
glicosaminoglicanos.

19. Uso de una composicién de cualquiera de las reivindicaciones 11-16 en la formulacién de un medicamento
para tratar un exceso de glicosaminoglicanos; para tratar un trastorno cardiovascular; para aumentar la penetracién de
agentes quimioterapicos en tumores s6lidos; para el uso en la induccién de licuefaccién del humor vitreo; o para el
uso en el suministro de una molécula menor de 500 nm de tamafo a un tejido que contenga cantidades excesivas de
glicosaminoglicanos
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Frost, Gregory
Kundu, Anirban
Bookbinder, Louis

<120> GLICOPROTEINA HILAURONIDASA SOLUBLE (sHASEGP), PROCESO PARA PREPARARLA, USOS
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LISTA DE SECUENCIAS

Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS QUE LA COMPRENDEN

<130> DELIA1340WO

<150> US 60/452.360
<151> 05-03-2003

<160> 53
<170> FastSEQ para Windows versién 4.0

<210>1
<211> 509
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CARBOHID
<222> 82, 166, 235, 254, 368, 393, 490

<400> 1

Met Gly Val Leu Lys Phe Lya

Ser Ber Gly Val Ser Gln Ile

20

Cys Leu Thr Leu Asn Phe Arg

35

Phe Leu Trp Ala Trp Asn Ala

50

55

Asp Giu Pro Leu Asp Met Ser

65 70

Ile Asn Ala Thr Gly Gln Gly

85

Gly Tyr Tyr Pro Tyr Ile Asp

100

Gly Iile Pro Gln Lys Ile Sex

115

Lys Asp Ile Thr Phe Tyr Met

130

135

Ile asp Trp Glu Glu Trp Arg
145 150
Lys Asp Val Tyr Lys Asn Arg

165

Val Gln Leu Ber Leu Thr Glu

180

Glu Lys Ala Gly Lys Asp Phe

196

Lew Len Arg Pro Asn Hig Leu

210

215

Tyr Asn His His Tyr Lys Lys
225 230
val Glu Ile Lys Arg Asn Asp

2435

Hia
Val
Ala
40

Pro
Leu
val
Ser
Leu
120
Pro
Pro
ser

Ala

Leu
200

Pro

Asp

Ile
Fhe
25

Fro
Ser
Phe
Thr
Ile
105
Gln
Val
Thx
Ile
Thy

185
Val

Phe
10

Pro
Glu
Ser
ile
90

Thy
Asp
Asp
Trp
Glu
170
Glu

Glu

Phe
Phe
val
Phe
Fhe
75

Phe
Gly
His
Asn
Ala
158
Leu
Lys
Thx

CGly Tyr Tyr
Gly Tyr Asn

238

Arg
Leu

Ile

Cys
60
Ile

Val
Leu
Leu
140
Arg
val,
Ala
Ile
Leu

220
Gly

Leu Ser Trp Leu

250

Ser
Leu
Pro
Leu
Gly

Val

Agp
125
Gly
Asn
Gln
Lys
Liys
208
Phe

Ser

Trp

Phe
Ile
30

Asn,
Gly
Sex
Asp
Val
119
Lys
Met
Trp
Gln

Gln
199
Leu
Pro
Cys

Asn

Val
15

Pro
val
Lys
Pro
Arg
a5

Asn
Ala
Ala
Lys
dln
175
Glu
Gly
Asp
Phe

Glu
255

Lys
Cys
Pro
Phe
80

Leu
Gly
Lys
Val
Pro
160

Asn

Phe

Lys

Asn
240
Ser
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<210>2
<211> 35
<212> PRT

Thy Ala
Ala Ala

Ser Lys
250
Arg Ile
305
Leu Val

val Ile
Leu Leu

Val Thr
370

Gly val

388

Asn Pro

val arg

Phe Tyr

val Lys

450
Ile Asp
465

Phe Tyr

Ser Ile

<213> Homo sapiens

<400> 2

<210>3
<211> 474
<212> PRT

Met Gly
1
Ser Ber

Cys Leu

<213> Homo sapiens

<400> 3

Leu Asn
1

Ala Trp

Leu Asp

Thr Gly

ES 2 335005 T3

Leu Tyr Pro Ser Ile Tyr Leu Asn Thr Gln Gln Ser Pro Val
260 265 270
Thr Leu Tyr Val Arg Asn Arg Val Axg Glu Ala Ile Arg val
275 280 285
Ile pro Asp Ala Lys Ser Pro Leu Pro Val Phe Ala Tyr Thr
295 300
Val Phe Thr Asp Gln Val Leu Lys Phe Leu Ser Gln Asp Glu
310 318 320
Tyr Thr Phe Gly Glu Thr val Ala Leu Gly Ala Ser Gly Ile
325 330 338
Trp Gly Thr Leu Ser Ile Met Arg Ser Met Lys Ser Cys Leu
3a0 345 350
Asp Asn Tyr Met Glu Thr Ile Leu Asn Pro Tyr Ile Ile Asn
58 380 368
Leu Ala Ala Lys Met Cys Ser Gln Val Leu Cys Gln Glu Gln
375 380
Cys Ile Arg Lys Asn Trp Asn Ser Ser Asp Tyr Leu His Leu
380 395 400
Asp Asn Phe Ala Ile Gln Leu Glu Lys Gly Gly Lys Phe Thr
405 410 415
Gly Lys Pro Thr Leu Glu Asp Leu Glu Glan Phe Ser Glu Lys
420 425 430
Cys Ser Cys Tyr Ser Thr Leu Ser Cys Lys Glu Lys Ala Asp
435 440 445
Asp Thr Asp Ala Val Asp Val Cys Ile Ala Asp Gly Val Cys
455 460
Ala Phe Leu Lys Pro Pro Met Glu Thr Glu Glu Pro Gln Ile
470 475 480
Asn Ala Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Thr Met Phe Ile Val
485 490 435
Leu Phe Leu Ile Tle Ser Ser Val Ala Ser Leu
500 508

Val Leu Lys Phe Lys His Ile Phe Phe Arg Ser Phe Val Lys
5 10 18
Gly Val Ser Gln Ile Val Phe Thr Phe Leu Leu Ile Pro Cys
20 25 30
Thr
35

Phe Arg Ala Pro Pro Val Ile Pro Asn Val Pro Phe Leu Trp
Asn Ala Pz‘o Ser Glu Phe Cys ;;Zu Gly Lys Phe Asp éiu Pro
Met :zr Leu Phe Ser Phe ge Gly Ser Pro Arg ige Asn Ala
;in Gly Vval Thr Ile ;ga Tyr Val Asp Arg ;Zu Gly Tyr Tyr
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Pro
65
Glin

Ser
145
Gly
Pro
Hin
Lys
225
Leu
Pro
Phe
Thr
Gly

308
Asn

Ile
Asn
Lys

385
Ser

Fhe

Phe
465

<210> 4
<211> 448
<212> PRT

50
Tyr

Lys
Phe
Glu
Lys
130
Leuw

Lys

Asn

Arg
210
Pro

Tyr
Asp
Thr
Phe

290
Thr

TYyr
Ala
Arg
Phe

370
Pro

Cya
Asp
Leu
Ser

450
Leu

<213> Homo sapiens

Ile

Ile

115
Asn

Asp
His
Lys
198
Asn
Sexr
val
Ala
Asp
275
Gly
Leu
Met
Lys
Lys
3155
Ala
Thr
TYX
Ala
Lys
435

Pro

Ile

Asp
Ser
Met
i0¢
Arg
Arg
Glua
Phe
Leu
180
Lys
Asp

Ile

Lys
260
Gln
Glu
Ser
Glu
Met
3490
Asn
Ile
Ley
Ser
Val
420
Pro

Ser

Ile

Ser
Leu
85

Pro
Pra
Ser

Ala

Leu
165
Trp

Pro

ASp

Asn
245
Sexr
val
Thr
Ile

Thr
25
Cys
Trp
3ln
Glu
Thr
405
Asp

Pre

Ber

ES 2 335005 T3

558
Ile Thr
70
Gln hep

Val Asp

Thr Trp

Ile Glu
135

Thr Glu

15¢

val Glu

Gly Tyr
Gly Tyr

Leu Ser
215

Leu Asn

230

Arg Val

Pro Leu
Len Lys

Val Ala
295

Met Arg

310

Ile Leu

Ser Gln
Asn Ser

Leu Glu
378

Asp Leu

390

Leu Serx

Val Cys
Met Glu
Leu Ser

455

Ser Val
470

Gly

Asn
Ala
120
Leu

Lys

Asn
200
Trp

Thr
Arg
Pro
Phe
280
Leu
Ser
Asn
Val
Ber
3460
Lys
Glu
Cya
Ile
Thr
4440

Ala

Ala

Val
Leu
Leay
105
Arg
Val
Ala
Ile
Leu
185
Qly
Leu
Glin
Glu
Val
265
Leu
Gly
Met

Pro

Leu
345

Asp
Gly
Gin
Lye
Ala
425
Glu

Thr

Sex

Thr
Asp
Gly
Asn
Gln
Lys
Lys
170
Phe
Ser
Irp
Glao
Ala
250
Phe
Ser
Ala
Lys

330
Cys

Gly
Phe
Glu
410
Asp
Glu
Met

Leu

Val
75
Lys

Met

Gln
Glin
155
Leu
Pro
Cys
Asnp
Ser
235
Ile
Ala
@ln
Ser
Ser
315
Ile
Gin
Leu
Lys
Ser
385
Lys
aly
Pro

Phe

60
Asn

Ala
Ala
Lys
Gln
140
Glu
Gly
Asp
Phe
Glu

220
Pro

Asp
Gly
3400
Cys
Iie
Glu
Hisg
Phe
g0
Gla
Ala
val
Gln

Ile
460

Gly
Lys
val
Pro
125
Asn

Pha

Lys

Aan
205
ger
val
val
Thr
Glu
285
Ile
Leu
Asn
Gln
Leuy
365
Lys
Asp
Cys
Ile

445
val

Gly
Lys
Ile
110
Lys
Val
@lu

Leun

190

val.

Thr

Ala

Ser

2170

Leu

val

Leu

uva.}.

aly
350
Asn
Val
Phe

val

Ile’

430
Phe

Ber

Ile
Rsp
95

Asp
Asp
Gln
Lys
Leu
175
Asn
Glu
Ala
Ala
Lys
258
Ile
val
Ile
Leu

33s
val

Arg

Lys
415
Asp
TYL

Ile

Pro
80
Ile

val
Leu
Ala
160
Arg
His
Ile
Teu
Thr
240
ile

Val

Asp
320
Leuw
Cys
Asp
Gly
Cys
400
Asp
Ala

Asn

Leu
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<400> 4

<210> 5
<211> 482

Leu
Ala

Leu

Pro
65
GCln

Glu

Ser
145
Gly
Pre
Hig
Lys
225
Len

Proe

Phe

Gly
305
Asn

Ile
Asn
Lyse
igs
Ser

Thr

Phe

Asn
Trp
Asp
Gly
14!

Lya
Phe
Glu
Lys
130
Leu
Lys

Asn

Arg
210
Pro

Asp
Thr
Phe

250
Thr

Ala
Arg
Phe

70
Pro

Cyn
Asp

Leu

Phe
Asn
Met
as

Gln
Ile

Ile

Trp
115
Asn
Thr
Asp
His
Lys
198
Aan
Serx
val
Ala
Asp
2175
Gly
Leu
Met
Lys
Lys
355
Ala

Thr

Ala

Lys
435

Arg
Ala
20

Ser
aly
Asp

Ser

Met
100

Glu
Phe
Leu
180
Lys
Asp
Ile
Arg
Lys
260
Gln
Glu
Ser
Gly
Met
340
Asn
Ile
Leu
Ser
Vval

420
Pro

Ala
Pro
Leu
val
Ser
Leu
85

Pro
Pro
Ser

Ala

Leu
168

Trp
Bro

Asp

Asn
245
Ser
Val
Thr
Ile

Thr
325

Cys
Trp
Gln
Glu
Thr

408
Asp

Pro 4

Pro
Ser

Phe

Ile
70
Gln

Val

Ile
Thr
159
Val
Gly
Gly
Leu
Leu
230
Pro
Len
Val
Mefl
310
Ile

Ser

Leu
Asp
390
Leu
Val

Met

ES 2 335005 T3

Pro
Glu
Ser
Ile
88

Thr
Asp
Asp
Trp
Glu
135
Glu

Glu

Tyr
Ser
215
Asn
Val
Leu
Lya
Ala
295
Arg
Leu
Gln
Ser
Glu
375
Leu
Ser
Cys
Glu

val
Phe
Phe
40

Phe
Gly
His
Asn
Ala
120
Leu

Lys

Thr

Asn
200

Trp

Thr

Pro
Phe
280
Leu
Ser
Asn
Val
Ser
360
Lys

Glu

Ile

Thr
440

Ilie

Cys
25
Ile

Tyr
Val
Leu
Leu
105
Arg
Val
Ala
Ile
Leu
185
aly
Leu
Gln
Glu
val
265
Len
Gly
Met
Bro
Leu
345
Asp
Gly
Gln
Lys
Alxa

425
Glu

Pro
10
Leu

Agn

Gly

Gly Ser

val
Thr
Asp
30

aly
Asn
Gln
Lys
Lys
170
Phe
Ser
Trp
Gln
Ala
2580
Phe
Ser
Ala
Lys
Tyr

130
Cys

Gly
Phe
Glu
410
Asp

Glu

Asp
Val
5

Lys
Met
Trp
Gin
Gln
155
Leu

Pro

Asn
Ser
235
Ile
Ala
Gln
Ser
Ber
315
Ile
Gln
Leu
Lys
Ser
ig5
Lys
Gly

Pro

val
Lys
Pro
Arg
50

Ala
ala
Lys
gln
140
Glu
Gly
AsSp
Phe
Glu
2290
Pro
Aryg
TyL
Asp
Gly
300
Cys
Ile
Gly
His
Phe
380
Gla
Ala

Val

Glin

Pro
Phe
Arg
45

Leu
Gly
Lys
val
Pro
128
Asn
Phe
Lys
Cys
Asn
205
Ser

Val

val

Glu
285
Ile
Leu
Asn
Gln
Leu
365
Thr
Lys

Asp

Ile
445

Phe
Asp
Ile
Gly
Gly
Lya
Ile
110
Lys
val
Glu
Leu

190
Vval

Ala
Ser
Aryg
276
Leu
Val
Leu
val
Gly
is0
Asn
val
Phe
Val
Ile

430
Phe

Leu
Glu
Asn
Tyr
Ile
Agp
a5

Asp
Asp
Gln
Lys
Leu
175
Agn

Glu

Ala
Lya
255
Ile
Val
lle
Leu
Thr
i35
Val

Pro

Arg

Lys
415
Asp

Tyr

Trp

Pro
Ala

Tyr

Pro
BG
Ile

Trp

Val

Ala
160
His
Ile
Leu
240
Ile

val

Trp
Asp

320
Leu

Cys
Asp
Gly
400
Asp
Ala

Asn
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Met

Ser

Phe
Aap
65

Ile
Gly
Gly
Lys
Ile
148
Lys
val

Glu

Tyr
225
Val

Ala
Ser
Arg
305
Leu
val
Leu
Vval
Gly
385
Asn
Val
Phe

val

Gly

Ser

85 Leu

Leu
50

Glu
Asn
Tyr
Ile
ASp
139
Asp
Asp
Gln
Lys
Leu
219
Asn
Glu
Ala
Ala
Lys
299
Ile
Val
Ile
Leu
Thr
370
Val

Pro

Arg

Lys
450

Val
Gly

Thr
35

Trp
Pro
Ala
Tyx
Pro

11§
Ile

Val
Leu
Ala
195
Arg
His
Ile
Leu
275

Ile

val

Asp
355
Leu

Cys
Bsp
Gly
Cys

435
Asp

val
20

Leu
Ala
Leu
Thr
Pro

100
Gln

Glu

Ser
180
Gly
Pro
His
Lys
269
Leu
Pro
Phe
Thr
aly
340
ABn
Ala
Ile
Asn
Lys

420
Ser

Lys
Ser
Asn
Trp
Aesp
Gly
85

Lys
Phe
Glu
Lys
168
Leu
Lys

Asn

Arg
245
Pro

Asp
Thr

Phe
325

Ala
aArg
Phe

405
Pro

Cys

Asp

ES 2 335005 T3

Phe
Gln
Phe
Asn
Met
70

Gln
Ile

Ile

150
Asn

Thr
Asp
His
Lys
230
Asn
Ser
Val
Ala
Asp
3190
Gly
Leu
Met
Lys
Lys
390
Ala

Thr

Ala

Lys
Ile
Arg
Ala
-1:4

Ser
aly
Asp
Ser
Met
135
Arg
Arg
Glu
Phe
Leu
215
Lys
Asp

Ile

Lys
295
Gln
Glu
Ser
Glu
Met
375
Asn
Ile
Leu

Ser

val
455

His
val
Ala
40

Pro
Leu
Val
Ser
Leu
120
Pro
Pro
Ser

Ala

Leu
200

Trp
Pro

hsp

Asn
280
Ser

val

Ile
Thr

360
cys

Gln

Glu

440
ABpP

Ile
Phe
28

Pro

Ser

Phe

Ile
105
Gln

Val

Ile
Thr
185
Val
Gly
Gly
Leu
Leu
265
Arg
Pro
Len
Val
Met
345
Ile
Ser
Asn
Len
Asp
425

Leu

Val

Phe
10

Pro
Glu
Ser
Ile
a0

Thr
Asp
Asp
TIp
Glu
170

Glu

Glu

Tyr
Tyr

Ser
250
Agn
val
Len
Lys
Ala
330
Arg
Leu
Gln
Ser
Glu
410

Leu

Ser

Cys

Phe
Phe
val
Phe
Phe
75

Phe
Gly
His
Asn
Ala
155
Leu
Lys
Thr
Tyr

Asn
235

Arg
Pro
Phe
315
Leu
Ser
Agn

val

Ser
ass

Lye

Glu

Ile

Arg
Leu

Ile

Cys
&0
Ile

val
Leu
Leu
140
Arg
val
Ala
Ile
Leu
220
Gly
Leu
Qln
Glu
Val
300
Ley
Gly
Met
Pro
Len
380
Asp
Gly
Gln
Lys

Ala
460

Ser
Leu
Pro
45

Leu

Gly

val

Asp
125
Gly
Asn
Gln
Lys
Lys
205
Phe

Ser

Gln
Ala
285
Phe
Ser
Ala
Lys
TYyr

365
Cys

Gly
Phe
Glu

445
Asp

Phe
Ile
30

Asn
Gly
Ser
Asp
val
110
Lys
Mekt
Trp
Gln
Gln
1s0
Leu
Pro
Cys
Asn
Ser
270
Ile
Ala
Gln
Ber
Ser
350
Ile
Gln
Leu
Lys
Ser
430
Lys

Gly

Val
1s

Pro
Val
Lys
Pro
Axg
95

Asn
Ala
Ala
Lys
Gln
178
Glu
Gly
Asp
Phe
Glu
255
Pro

Arg

Asp
Gly
315
Cys
Ile
Glu
His
Phe
418
Glu
Ala

Val

Lys
Cys
Pro
Phe
Arg
80

Leu
Gly
Lys
val
Pro
160
Asn
Phe
Lys
Cys
Asn
240
ser

val

Val

Glu
320
Ile
Leu
Asn
Gln
Leu
400
Thr
Lys

RIp

cys



ES 2 335005 T3

Ile Asp Ala Phe Leu Lys Pro Pro Met Glu Thr Glu Glu Pro Gln Ile
465 470 475 480
Phe Tyr
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<210> 6
<211> 1530
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1)...(1530)
<223> Glicoproteina hialuronidasa anclada a GPI PH-20

<400> 6
atg
Met

tca
Ser

tge
Cys

ttc
Phe
gat

€5

ata
Ile

ggc
Gly

gga
Gly

asa
Lys

att
Ile
145

aaa
Lys

gga
Gly

agt
Ser

ttyg
Leu

cte
Leu
50

gag
Glu

aac
Agn

tac

ate
Ile

gac
Asp
130

gac

ASp

gat
Asp

gtg
val

gga
Gly

act
Thr
35

tgg
Trp

aoa
Pro

gece
Ala

tat

fadeled
Pro
115

att
Ile

tag
Trp

gtt
Val

cta
Leu

gta
val
20

ctg
Leu

gce
Ala

cta
Leu

acg
Thr

cckh
Pro
100

eag

Gln

aca
Thr

gaa
Glu

tac
Tyr

aaa
Lys

tec
Ser

aat
Asn

tgg
Trp

gat
Asp

999
Gly
85

tac

aag
Lys

44 o
Phe

gaa
Glu

aag
Lys
168

Ete
Phe

cag
Gin

tte
bPhe

aat
Asn

atg
Mat
70

caa

Gin

ata
Ile

att
Ile

tat

tgy
Trp
i50

aat
Asn

aag
Lys

ata
Ile

aga

gee
Ala
55

age
Ser

ggt
Gly

gat
Asp

tece
Ser

atg
Met
135

aga
Arg

agg
Arg

cac
His

gtt
val

gca
Ala
40

cca
Fro

cte
Leu

gtt
val

tca
Ser

tta
Leu
120

eoa

Pro

[olals
Pro

tct
Ser

atc
Ile

tto
Phe
25

cet
Pro

agt
Ser

Eko
Phe

aca
Thr

atc
Ile
105

caa
Gln

gta
Val

act
Thr

att
Ile

tee
Phe
10

acg

cct
Bro

gaa
Glu

tet
Sar

ata
Ile
ap

aca

gac
Asp

gac
Asp

tag
Trp

gaa
Glu
170

tte
Phe

tte
rhe

gtt
Val

£ttt
FPhe

A Ao
Phe
75

Lttt
Phe

g9a
Gly

cat
His

aal
Asn

gea
Ala
155

ttg
Leu

aga
Arg

oLt
Leu

att
Ile

tgt

Cys
80

ata
Ile

tat
Tyr

gta
Val

ctyg
Leun

ttyg
Len
140

aga

Arg

gtt
val

age
Ser

ctyg
Leu

cca
Pro
45

ctt
Leun

gga
Gly

gtt
Val

act

gac
Asp
125

gga
Gly

aac
Asn

cag
Glin

ttt
Phe

att
Ils
30

aat
Asn

gga
aly

age
Ber

gat
Asp

gty
Val
110

aaa

Lys

atyg
Met

tay
Trp

caa
Gln

gtt
Val
15

cea
Pro

gtg
Val

aaa
Liys

ceo
Pro

aga
1
aat

Asn

gct
Ala

got
Ala

aaa
Lys

caa
Gin
178

aaa
Lys

tgt

cct
Fro

ttt
Phe

cga
Arg
80

ctt
Leu

gga
Gly

aag
Lys

att
Vval

oot
Fro
160

aat
Asn

48
96
1;4 _
192
240
288
336
384
4332
480

528
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gta
Val

gaa
Glu

tta
Leu

tac
Tyr
225
gta
Val

act
Thr

get
Ala

tce
Ser
cge
305
=4

Leu

gta
val

cte
Leu

gte
val

gga
Gly
345

aac
Asn

gta

caa
Gln

aag
Lys

ctt
Ley
210

aac
Asn

gaa
Glu

gect
Ala

gct
Ala

aaa
Lys
290

ata
Ile

gtg
Val

ata
Ile

cta
Leu

aca

70

gtg
val

cca
Pro

cgt

ctt
Leu

gca
Ala
195

cqg
Arg

cat
His

ata
Ile

ctt
Leu

aca
Thr
275

ata

Ile

gtt
Val

tat
Tyr

tgg
Trp

gac
Asp
355

cta
Leu

tat
Cys

gat
Asp

gg9a

agt
Ser
180
g99
Gly

cca
Pro

cac
His

aaa
Lys
tac
260
cte

Leu

cct
Fro

ttt
Phe

aca

gga
qly
340

aat
Asn

gca
Ala

ata
Ile

aat
Asn

ada

cte
Leu

aag
Lys

aat
Asn

tat

aga
245
cCa

Pro

tat
Tyr

gat
Asp

act
Thr

Lttt
Phe
328

ace
Thx

tac

gce
Ala

agg
Arg

tte
Phe
405

ceg

aca
Thr

gat
Rep

cac
His

aagq
Lys
230

aat
Asn

tee
Ser

gtg
Val

gca
Ala

gat
Asp
310

ggce
Gly

ote
Lau

atg
Het

aaa
Lys

aaa
Lys
350

get
Ala

aca

ES 2 335005 T3

gag
Glu

tte
Phe

ttg
Len
215

ada

Lys

gat
Asp

att
Ile

cge

aaa
Lys
295

caa

G1ln

gaa
Glu

agt
ser

gag
3lu

atg
Met
378

aac
Asn

att
Ile

ctt

gcc act gag aaa

Ala

ctyg
Leu
200Q

tgg
Trp

cee
Pro

gak
hep

tat

aat
Asn
280

agt
Ser

gtt
val

act
Thr

ata
Ile

act
Thr
360

tgt
Cys

tgg
Trp

caa
Gln

gaa

Thr
185

gta
Val

ggt
Gly

gqt
Gly

cte
Leu

ttg
Leu
265

cga

Arg

cca
Pro

ttg
Leu

gtt
val

atg
Met
345

ata

Ile

age
Ser

aat
Asn

ctt
Leu

Zlu

gag
Glu

tat
TyT

tac

Tyr

age
Ser
ase

aac
Asn

gtt
val

ctt
Leu

aaa
Lys

get
Ala
330

cga

ctg
Leu

caa
Gln

tca
Ser

gag
Glu
410

Lys

act
Thr

tat
TyT

aat
Aen
23S

tgg
Trp

act
Thr

cgq
Arg

ccg
Pro

ktc
Phe
315

ctg
Leu

agt
ser

aat
Asn

Val

agc
Ser
35S

aaa
Lys

gac ¢ty gag

gca
Ala

ata
Ile

ctt
Leu
220

gga
Gly

ttg
Leu

cag
Gln

gaa
Glu

get
val
300

ctt
Len

ggt
Gly

atg
Met

cet
Pro

ctt
Leu
k1

gae
Asp

gat
Qly

caa

aaa
Lys

aaa
Lys
208
tte
Phe

agt
Ser

tgg

cag
Gln

gee
Ala
285
£t
Phe

ktck
Ser

gct
Ala

aaa
Lys

tac
365

tac

tac

gga

Gly

tee

caa
Gln
1%

ttg

Leuy

ccg
Pro

tgc
Cys

aat
Asn

tet
Ser

‘270

ate
Ile

gca
Ala

caa
Gln

tct
Ser

tet
Ser
aso

ata
Ile

cag
Gln

ctt
Leu

aag
Lys

tct

gaa
alu

gga
Gly

gat
Asp

tte
Phe

gaa
Glu
255

cct

Pro

aga
Arg

tat

gat
Asp

gga
Gly
3is

tge
cys

ate
Ile

gag
Glu

cac
His

tte
Phe
415

gaa

tet
Phe

aaa
Lys

tgt
Cys

aat
Asn
240

age
8er

gta
Val

gtt
Val

acc

gaa
Glu
320

att
Ile

ttg

aac
Aan

caa
Gln

cte
Leu
400

aca
Thr

aaa

576

624

672

720

768

aié

364

912

960

10049

1056

13104

1152

1290

1248

1296
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Val

tte
Phe

gta
val

ata
lle
465

ttc
Phe

agt
Ser

<210> 7
<211> 509
<212> PRT

Arg Gly

tat tge
Tyr Cys

435
aaa gac
Lys Asp
450

gat gct
Asp Ala

tag aat
Tyr Aso

att ttyg
Ile Leu

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARBOHID
<222> 82, 166, 235, 254, 368, 393, 490

<400> 7

Met Gly
Ser Ser
Cys Leu
Phe Leu
50
Asp Glu

&5
Ile Asn

Gly Tyr

Gly Ile

Lys Asp

130
Ile Asp
145
Lys Asp

val Gln

3lu Lys

Lys
420

age
Ser

act
Thr

tEt
Phe

gct
Ala

tct
Phe
500

Val
aly

Thr
35

Trp
Pro
Als

Tyx

Pro
115
Ile

Trp
val
Ley

Ala
158

Pro Thr

tgt tat
Cys Tyr

gat getr
Agp Ala

cta aaa
Leu Lys
470

tca cce
Ser Pro
485

ctt ate
Leu Ile

Leu Lys
5

Val Ser

20

Leu Asn

Ala Trp

Leu Asp

Thr Gly
8s
Pro Tyr
100
Glin Lys

Thr Phe
Giu Glu

Tyr Lys
165
Ser Leu
180
Gly Lys

ES 2 335005 T3

Leu

agce
Ser

gtt
val
4585

cct
Pro

tce
Ser

att
Ile

Phe

Gln

Phe

Asn
Met
70

Gln
Ile

Ile

Trp
150
Asn
Thr

Asp

Glu

acc
Thr
440

gat
Asp

cce
Pro

aca

tct
Ser

Lys
Ile
Arg
Ala
55

Ser
Gly
Asp
Ser
Met
135
Arg
Glu

Fhe

Asp
425

ttg
Leu

gtg
Val

atg
Met

cta
Leu

tct
Ser
505

His
Val
Ala
40

Pro
Leu
val
Ser
Leuw
120
Pro
Pro
Ser

Ala

Leu
200

Lau

agt
Ser

tgt
Cys

gag
Glu

tet
Ser
490

gta
Val

Ile
Phe
25

Pro

Ser

Phe

Ile
105
Gln
val
Thr
Tle
Thr

185
val

Glu

tgt
Cys

att
Ile

aca
Thy
475

gece
Ala

gcyg
Ala

Phe
i0

Thr
Pro
Glu
Ser
Ile
990

Thr
Asp

Asp

Glu
170
Glu

Glu

Gin

aag
Lys

got
Ala
460

gaa
Glu

aca

agt
Ser

Phe
Phe
val
the
Phe
75

Phe
Gly
Hisg
Asn
Ala
158
Leun

Lys

Thr

Phe

gag
Glu
445

gat
Asp

gaa
Glu

atg
Met

ttg
beu

Ary
Liey
Ile
Cys
80

Ile
Tyr
Val
Leu
Leu
140
Arg
Val
Ala

ile

Ser
430

aaa
Lys

ggt
Gly

cct
Pro

tte
Phe

taa

Ser
Lea
Pro
45

Leu
Gly
Val
Thr
Asp
125
aly

Asn

Gln

Lys
208

Glu

gct
Ala

ate
val

caa
Glan

att
Ile
495

Phe
Ile
30

Asn
Gly
Sex
Asp
val
110
Lys
Melt
Trp
Gln
Gln

180
Leu

Lys

gat
Asp

tgt
Cys

att
Ile
480

gtt
Val

Val
15

Pro
Val

Lys

Arg
95

Asn
Ala
Ala
Lys
Gln
175
Glu

Gly

1344

1382

1440

1488

1530

Lya

Pro
Phe
Arg
80

Lieu
Gly
Lys
val
Pro
160
Asn
Phe

Lys
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Leu
225
val
Thr
ala
Ser
Arg
305
Ley
Vval
Leu
Val
Gly
385
Val
Phe
Val
Ile
465

Phe

Ser

<210> 8
<211> 34
<212> ADN

Leu Arg Pro

2140
Asn

Glu
Ala
Ala
Lys
290
Ile
val
Ile
Leu
Thr
370
val

Pro

Arg

Lys
450
Asp

Ile

His
Ile
Leu
Thr
275
Ile

Val

Trp
Asp
355
Leu
Cys
Asp
aly

Cys
435

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador Inverso para generar un anclaje a GPI que carece de N483 y termina en Y482 con un sitio BamHI en

el extremo 5’

<400> 8

Hig
Lys
Tyx
260
Leu
Pro
Phe
Thr
Gly
340
Asn
Ala
Ile
Asn
Lys
420
Ser
Thr
Phe
Ala

Phe
500

Asn

Tyr
arg

245
Pro

Asp
Thr
Phe

328
Thr

Ala

Phe
405
Pro

Cys
Asp
Leu
ger

4085
Leun

His
Lys
230
Asn
Ser
Val
Ala
Asp
310
Gly
Leu
Met
Lys
Lys
380
Ala

Thr

Ala
Lys
470
Pro

Ile

aatiggatcc tcagtagaaa atttgaggtt cttc

<210>9
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 2 335005 T3

Leu
215
Lys
Asp
Ile
Arg
Lys
29%
Gln
Glu
Ser
Glu
Met
375
Asn
Ile
Leu
Sexr
Val
458
Pro

Ser

Ile

34

Trp Gly Tyr Tyr Leu Fhe

Gly Tyr Asn

Pro
Asp
Tyr

Asn
280
Ser
val
Thr
Ile

Thr
360

Trp
Gin
@Glu
Thr
440
Asp

Pro

Ser

Leu
Leu
265
Arg
Pro
Leu
val
Met
345
Ile

Ser

Leu
Aep
425
Leuw
VYal
Met

Leu

Ser
505

ser
250
Asn
Val
Leu

Lys

Ala
330

Ary
Leu
Gln
Ser
Glu
410
Leu
Ser
Cys
glu
Ser

490
val

235
Trp

Thr
Axg
Pro
Phe
315
Leu
Ser
Agn
Val
Ser
3as
Lys
Elu
Cys
Ile
Thr
475

Ala

Ala

220
Gly Ser

Leu Trp

Gln Gln

Glu Ala
285
Val Phe
300
Leu Ser

Gly Ala
Met Lys

Pro Tyr

385
Leu Cys
380

Asp Tyx
Gly Gly
Gln Phe
Lys Glu
445
Ala Asp
460
Glu Glu
Thr Met

Ser Leu

Pro Asp

Cys Phe

Asn Glu

258
Ser Pro
270

Ile Arg
Ala Tyr
Gln Asp
Ser Gly
338
Ser Cys
350
Ile Ile
Gin Glu
Leu His
Lys Phe
415
Ser Glu
430
Lys Ala
Gly val
Pro Gin

Phe Ile
495

Cys
Asn
240
Ser

val

Val

Glu
320
Ile
Leu
Agn
Gln
Leu
400
Thr
Lys
Asp
Cys
Ile

480
val
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<220>

<223> Cebador Inverso para generar un anclaje a GPI que carece de Y482 y termina en F481 con un sitio BamHI en

el extremo 5’

<400> 9

aattggatcc tcagaaaatt tgaggttctt cty

<210> 10

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador Inverso para generar un anclaje a GPI que carece de F481 y termina en 1480 con un sitio BamHI en

el extremo 5’

<400> 10

aattggatce tcaaatttga ggttcttetg tete

<210> 11

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador Inverso para generar un anclaje a GPI que carece de 1480 y termina en Q479 con un sitio BamHI en

el extremo 5’

<400> 11

aattggatec teattgaggt tettetgtet cc

<210> 12

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador Inverso para generar un anclaje a GPI que carece de Q479 y termina en P478 con un sitio BamHI en

el extremo 5’
<400> 12

aattggatce tcaaggttet tetgteteea tg

<210> 13

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 2 335005 T3

33

34

32

32

10
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ES 2 335005 T3

<220>

<223> Cebador Inverso para generar un anclaje a GPI que carece de P478 y termina en E477 con un sitio BamHI en

el extremo 5’

<400> 13

aattggatce teattetict gtctcoatgg g 31

<210> 14

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador Directo con un sitio de restriccion Nhel en el extremo 5’

<400> 14
aattgetage atgggagtge taaaattcaa ge

<210> 15

<211> 1473

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(1473)

<223> sHASEGP hasta P478 y marcada con His

11
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<400> 15

atg
Met

toa
Serx

tge
Cys

tte
Phe

gat
Asp
85

ata
Ile

gge
Gly

gga
Gly

aaa
Lys

att
Ile
145

aaa
Lys

gga
Gly

agt
Ser

ttg
Leu

cte
Leu
50

gag
Glu

aac
Asn

tac
TYr

atc
Ile

gac
Asp
130

gae
Asp

gat

gtg
val

gga
Gly

act
Thr
35

tgg

cca
Pro

gco
Ala

tat

cco
Pro
115

att
Ile

tgg
Txp

gtt

cta
Leu

gta
val
20

ctg

Leu

gce
Ala

cta
Leu

acc
Thr

cct
Pro
i00

cag
Gln

aca
Thr

gaa
Glu

tac

Asp Val Tyr

aaa
Lys
5

toc
Ser

aat
Asn

tgg
Trp

gat
Asp

gg9
Gly
g5

tac

Tyx

aag
Lys

tte
Phe

gaa
Glu

aag
Lys

tte
Phe

cag
Gln

ttc
Phe

aat
Asn

atg
Met
70

caa

@ln

ata
Ile

att
Ile

tat

tgg
Trp
150

aat
Asn

ES 2 335005 T3

aag
Lys

ata
Ila

aga

gceo
Ala
55

aqc
Ser

ggt
Gly

gat
Asp

tee
Ser

atyg
Met
1358

aga
Arg

agg
Arg

cac
His

gttt
val

gca
aAla
40

cca
Pro

cto
Leu

gtt
val

teca
Ser

tta
Leu
130

cea

Pro

cce
Pro

tect
Ser

ate
Ile

ttc
Phe
25

cct

Pro

agt
Ser

tke
Phe

aca
Thr

ate
Ile
105

caa
Gln

gta
val

act
Thr

att
Ile

12

ttk
Phe
10

acc

Thr

cct
Pro

gaa
Glu

teor
Ser

ata
Ile
99

aca
Thr

gac
Asp

gac

tgy
Trp

gaa
Glu

ttc
Phe

tte
Phe

gtt
Val

it
Phe

tte
Phe
758

24 4 4
Phe

gya
aly

cat
His

aat
Asn

gea
Ala
155

ttg
Leu

aga

ctt
Lieu

att
Ile

tgt
Cys
60

aka
Ile

tat
Tyr

gta
Val

ctyg
Len

ttg
Ten
140

aga

Arg

gtt
Val

age
Ser

ctyg
Leu

cca
Pro
45

ctt
Leu

gga
Gly

gtt
val

act

gac
Agp
135

gga
Gly

aac
Asn

cag
Gln

ttt
Phe

att
Ile
30

aat
Asn

gga
Gly

age
Ser

gat
Asp

gtg
Val
110

aaa

Lys

atg
Met

tgg
Tzp

caa
Gln

gtt
Val
15

«ca
Pro

gty
Val

aaa
Lys

cec
Pro

aga
aArg
95

aat
Asn

gct
Ala

gct
Ala

aaa
Lys

caa
Gln

aaa
Lys

tat
Cys

cot
Fro

ttt
Fhe
cga

80

ctt
Leu

gga
CGly

aag
Lys

gtt
val

cet
Pro
160

aat
Asn

48

86

144

1382

240

288

338

384

432

480

528
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agta
Val

gaa
Glu

tta
Leu

cac

Tyr
235

gta
Val

act
Thr

get
Ala

tee
Ser

cgc
Arg
05

ctt

gta
Val

cte
Leu

gke
val

gga
Gly
385

aac
AsSn

caa
Cln

aayg
Lys

ctt
Leu
210

aac

Asn

gaa
Glu

get
Ala

get
Ala

ada
Lys
290

ata
Ile

gtg
Val

ata
Ile

cta
Leu

aca
370
gty
val

cca
Pro

ctt
Leu

geca
Ala
195

gy
Arg

cat
His

ata
Ile

cct
Leu

aca
Thr
7%

ata
Ile

gtc
val

tat
Tyr

tgg
Trp

gac
Rep
358

cta
Leu

tgt
Cys

gak
Agp

agt
Ser
180

aly

cca
Pro

cac
His

aaa
Lys

tac

o% 3
260

cte

ect
Pro

ttt
PLe

aca
Thr

gga
Gly
340

aat
Asn

geca
Ala

ata
Ile

aat
Asn

165
cte
Leu

aag
Lys

daat
Asn

tat

aga
245
Qed

Bxro

tat

gat
Asp

act
Thr

ttt
Phe
3218

ace
Thr

tac
Tyr

goe
Ala

agg
Arg

tkt
Phe
405

aca

gaf
Asp

cac
His

aag
Lyse
230

aat
Aan

teeo
Ser

gtg
val

gca
Ala

gat
ABD
314

ggc
Gly

cke
Lau

atg
Met

aaa
Lys

aaa
Lys
390

gek
Ala

ES 2 335005 T3

gag
Glu

tee
Phe

ttg
Leu
215

aaa

Lys

gat

att
Ile

oge

aaa
Lys
235

caa
Gln

gaa
Glu

agt
Sar

gag
Glu

atg
Met
375

aac

AsSn

att
Ile

gee
Ala

ctg

‘Leu

200

tgg
Trp

cce
Pro

gat
Zap

tat

aat
Asn
280

agt

ser

gtt
val

act
Thr

ata
Ile

act
Thr
360

tgt
Cys

tgg

caa
Gln

act
Thr
185

gka
val

ggt
Gly

ggt
Gly

cte

Lag-

ttg
Leu
26%

cga

cca
Pro

ttg
Ley

gtt
Val

atg
Mek
345

ata

Ile

age
Ser

aat’

Asn

cktt
Leu

179

gag aaa gca
Glu Lys Ala

gag act ata
Glu Thr 1le

tat tat ctt
Tyr IyT Leu

tac
Tyr

age
Ser
250

aal
ABn

gtt
val

ctt

aad
Lys

gce
Ala
330

cga
Arg

ctg
Leu

caa
Glin

tca
Ser

gag
Glu
£10

13

aat
Asn
235

tgg
Trp

act
Thr

cgg
Arg

LLE
Pro

tLe
Phe
315

ctg
Leu

agt
Ser

aat
Asn

gtg
val

agt
Ser
395

aaa
Lys

220

gga
Gly

ttg
Leu

cag
Glo

gaa
Glu

gtt
val
300

ctt
Leu

ggt
Gly

atg
Met

ecct
Pro

ckt
Leu
380

gac
Asp

ggt

aaa
Lys

aaa
Lys
205
Lt
Phe

agt
Ser

tgg

cag
gln

goo
Ala
285
Lttt
Phe

tet
Ser

got
Ala

aaa
Lya
tac
365
tgo

Cys

tat
Tyr

qya

caad
Gin
190

tty
Leu

ccy
Pro

tge

aat
Asn

tet
Ber
270

ate
Ile

gca
Rla

caa
aln

tct
ger

tct
Ser
350

ata
Ile

cag
Gln

ctt
Leu

aag

Gly Qly Lys

175

gaa
Glu

gg9a
Gly

gac
Rep

tte
Phe

gda
Glu
258

ceck

Pro

aga

tat

gat
Asp

gga
Gly
335

tge
Cys

ate
Ile

gag
Glu

cac
His

tte
Phe
315

ttt
Phe

aaa
Lys

tat
Cys

aat
Asn
240

agc
Bar

gta
vVal

gt
Val

acc

gaa
dlu
320

act
ile

ttg
Leu

aac
Agn

caa
Gln

cte
beu
400

aca
Thr

576

€24

672

T20

768

8186

864

912

260

1008

105¢&

1104

1152

12040

1248
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gta
Val

8 4
Phe

ata
Val

ata
ile
465

ggt
Gly

<210> 16
<211> 490
<212> PRT

cgt

tat

aaa
Lys
450

gat
Asp

tct
Ser

gga
Gly
tge
435
gac

Asp

got
Ala

gat
Gly

<213> Homo sapiens

<400> 16

Met

Ser

Ile
Gly
Gly
Lys
Ile
145
Lys
val
Glu
Leu

225
Val

Gly
Ser
Leu
Leu
50

Glu
Asn
Tyr
Ile
Asp
139
Asp
Asp
Gin
Lys
Leun
210
Asn
Glu

Ala

aaa ccg
Lys Pro
420

agc tgt
Ser Cys

act gat
Thr Asp

ttt cta
Phe Len

get cac
Ala His
485

Val Leu

Gly val
20

Thr Leu

is

Trp Ala

Pro Leu

Ala Thr

Tyr Pro
160

Pro Gln
115
Ile Thr

Trp Glu

val Tyr

Leu Ser
180
Ala Gly
195
Arg Pro

His His
Ile Lys

Leu TyTr

aca

tat

get
Ala

aaa
Lys
470

cat
His

Lysg
Ser
Asn
Trp
Asp
Gly
85

i's o
Lys
Fhe
Glu
Lys
165
Leu
Lys

Asn

Arg
248
Pro

ES 2 335005 T3

ctt
Ley

age
Ser

gkt
Val
455
cct
Pro

cac
Bie

Phe
Glin
Phe
Asn
Met
70

Gln

Ile

Ile

150
Zgn

Aap
His
Lys
230
Asn

Ser

gaa
Glu

ace
Thx
440
gat
Asp

cee
Pro

cat
His

Lys
Ile
Arg
Ala
55

Ser
Gly
Asp
Ser
Met

135
Arg

Glu
Phe
Leu
215
Lya
Asp

Ile

gac
Asp
425

ttyg
Len

gtg
val

atg
Met

cac
His

His
val
Ala
40

Pro
Leu
val
Ser
Leu
120
Pro
Pro
Ser

Ala

Leu
200

Trp
Pro

Asp

ctyg
Leu

agt
Ber

tgt
Cys

gag
Glu

cat
His
4350

Iie
Phe
25

Pro
Ser
Phe
Thr
Ile
105
Gln
val
Thr
Ile
185
val
Gly
Gly

Leu

gag caa
Glu Gln

tgt aag
Cys Lys

att gct
Ile Ala
460

aca gaa
Thr Glu
475

taa

Phe Phe
10
Thr Phe

Pro val
8lu Phe

Ser Phe
75

Ile Phe

30

Thr Gly

Agp His
Asp Asn

158
Glu Leu
170

alu Lys

Glu Thr

Tyr Tyr

Tyr Asn

235
Ser Trp
250

Tyr Leu Asn Thr

14

ttt
Phe

gag
Glu
445
gat
Asp

gaa
Glu

Leu

Ile

Cys
&0
Ile

Tyr
val
Ley
Loy
1490
Arg
Val
Ala
Ile
Leu
220
Gly

Leu

Gln

tet
Ser
430
aaa
Lya

ggt
Gly

cet
Pro

Ser
Leu
Bro
45

Ley
Gly
Val
Thr
Asp
125
Gly
Asn
Gln
Lys
Lys
205
Phe

Ser

Gln

gaa
Glu

gct
Ala

gte
val

gga
Gly

Phe
Ile
30

Asn
Gly
Ser
Asp
val
110
Lys
Met
Trp
Gln
Gln
180
Leu
Pro
Cys
Asn

Ser

|ada
Lys

gat
Asp

tgt
Cys

tee
Ser
4B0

Val
15

Pro
Val
Lys
Pro
Arg
835

Asn
Ala
Ala
Lys
Gln
175
Glu
Gly
Asp
Phe
Glu

285
Pro

1296

1344

1392

1440

1473

Lys
Cysa
Ero
Fhe
Arg
80

Leu
Gly
Lys
Val
Pro
160
Asn
Fhe

Lys

Asn
249
Ser

Val
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ES 2 335005 T3

260
Ala Ala Thr Leu Tyr Val
275
Ser Lys Ile Pro Asp Ala
290
‘Arg Ile Val Phe Thr Asp
305 3lo
Leu Val Tyr Thr Phe Gly
325
val Ile Trp Gly Thr Leu
340
Leu Leu Asp Asn Tyxr Met
355
Val Thr Leu Ala Ala Lys
370
Gly vVal Cys Ile Arg Lys
385 390
Asn Pro Asp Asn Phe Ala
405
val Arg Gly Lys Pro Thr
420
Phe Tyr Cys Ser Cya Tyrx
435
val Lys Asp Thr Asp Ala
450
Ile Asp Ala Phe Leu Lys
465 470
Gly Ser Gly Ala His His
485

<210> 17
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Espaciador His Dir

<400> 17
ataattggat ceggttctgg tgetcaccat caccatcac

<210> 18
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Espaciador His Inv

<400> 18
tataatigeg gecgectaat ggtgatggtg atggtgag

<210> 19

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

Arg
Lys
295
Gln
Glu
Ser
Glu
Met
375
Asn
Ile
Leu
Ser
val
455

Pro

His

Asn
280
Ser

Val

Ile

360
Cys

Gln
Glu
Thr
440
Asp

Pro

His

39

38

15

265
Axg

Pro

val
Met
345
Ile
Ser
Asn
Leu
Asp
425
Leu
Val

Met

His

Val Arg Glu

Leu
Lys
Ala
330
Arg
Leu
Gln
Ser
Glu
410

Leu

Ser

Glu

His
490

Pro
Phe
315
Leu
Ser
AsSn
val
Ser

395
Lys

Glu

Cys
Ile

Thr
475

val
300
Leu
Gly
Met
Pro
Leu
380
Asp
Gly
Gln
Lys
Ala

460
Glu

Ala
285
Phe
Ser
Ala
Lys
Tyr

365
Cys

Gly
Phe

Glu
445

Glu

270
Ile

Ala
Gln
Ser
Ser
350
Ile
Gln
Leu
Lys
Ser
430
Lys
Gly

Pro

Arg

Asp
Qly
335
Cys
Ile
Glu
His
Phe
418
Glu
Ala

Val

Gly

Val
Thr
Glu
320
Ile
Leu
Asn
Gln
Leu
400
Lys
Asp
Cys

Ser
480
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ES 2 335005 T3

<220>
<223> CEBADOR INVERSO 3’ SIN CODON DE TERMINACION PARA GENERAR un producto de truncamiento
HIS-sHASEGP que carece de anclaje a GPI y termina en N483
<400> 19
aatggatcca tigtagaaaa ttigaggtic 30
<210> 20
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CEBADOR INVERSO 3’ SIN CODON DE TERMINACION PARA GENERAR un producto de truncamiento
HIS-sHASEGP que carece de anclaje a GPI y termina en Y482
<400> 20
aatggatecg tagaaaattt gaggticttc 30
<210> 21
<211>30

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CEBADOR INVERSO 3’ SIN CODON DE TERMINACION PARA GENERAR un producto de truncamiento
HIS-sHASEGP que carece de anclaje a GPI y termina en F481
<400> 21
aattggatcc gaaaatitga ggttettetg 30
<210> 22
<211>30

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CEBADOR INVERSO 3’ SIN CODON DE TERMINACION PARA GENERAR un producto de truncamiento
HIS-sHASEGP que carece de anclaje a GPI y termina en 1480
<400> 22
attggatcca atitgaggtt ctictgtete. 30

<210> 23

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> CEBADOR INVERSO 3’ SIN CODON DE TERMINACION PARA GENERAR un producto de truncamiento
HIS-sHASEGP que carece de anclaje a GPI y termina en Q479
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ES 2 335005 T3

<400> 23
aattggatce ttgaggttet tetgictee 29

<210> 24

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> CEBADOR INVERSO 3’ SIN CODON DE TERMINACION PARA GENERAR un producto de truncamiento
HIS-sHASEGP que carece de anclaje a GPI y termina en P478

<400> 24
aattggatce aggttettet gtetecatg 29

<210> 25

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> CEBADOR INVERSO 3’ SIN CODON DE TERMINACION PARA GENERAR un producto de truncamiento
HIS-sHASEGP que carece de anclaje a GPI y termina en E477

<400> 25
aattggatce tteticigte tecatggg 28

<210> 26

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para amplificar un mutante de delecién de SHASEGP que termina en A467

<400> 26
aattggatce ctaagcatct atacagacac catcag 36

<210> 27

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para amplificar un mutante de delecién de SHASEGP que termina en A447

<400> 27

aattggatce ctaagcetitc tecttacaac tcaag 35
<210> 28
<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
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ES 2 335005 T3

<220>
<223> Cebador inverso para amplificar un mutante de deleciéon de SHASEGP que termina en S430

<400> 28

aattggatce ctaagaaaat tgctceaggt ctte 34
<210>29
<211> 36

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para amplificar un mutante de delecién de SHASEGP que termina en G 413

<400> 29

aattggatcc ctatccacct ttctcaagtt gaatag 36
<210> 30
<211> 36

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para amplificar un mutante de delecién de sSHASEGP que termina en S 394

<400> 30

aattggatce ctatgaattc cagtttttce ttatac 36

<210> 31

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para amplificar un mutante de delecién de sHASEGP que termina en A 372

<400> 31
asttggatcc ctatgctagt gtgacgttga ttatg 35

<210> 32

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para amplificar un mutante de delecién de sSHASEGP que termina en S 347

<400> 32
aattggatce ctaacticge attatactga ggg 33

<210> 33
<211>29

18



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335005 T3

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador directo LN para mutagénesis dirigida para generar una fusion de sHASEGP con lider kappa con L36
como el primer aminodcido de SHASEGP después del lider kappa

<400> 33
ctgaatttca gagcacctee tgttattce 29

<210> 34

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador directo FR para mutagénesis dirigida para generar una fusién de sSHASEGP con lider kappa con F38
como el primer aminodcido de sSHASEGP después del lider kappa

<400> 34

ttcagagcac ctectgttat tecaaaly 28
<210> 35
<211>23

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador inverso Asp para mutagénesis dirigida para generar una fusién de sHASEGP con lider kappa con Asp
como el dltimo aminodcido del lider kappa antes de L 36 o F 38 de PH-20

<400> 35
gicaccagtg gaacctggaa ccc 23

<210> 36

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso Gly para mutagénesis dirigida para generar una fusién de sHASEGP con lider kappa con Gly

como el dltimo aminoécido del lider kappa antes de L 36 o F 38 de PH-20

<400> 36
accagtggaa cctggaacce agag 24

<210> 37

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para el primer fragmento del lider kappa

19
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<400> 37
gagacagaca cactcctget atgggtacty 30

<210> 38

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador inverso para el primer fragmento del lider kappa

<400> 38

cccagageag cagtacccat agcaggagtg 30
<210> 39
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para el segundo fragmento del lider kappa

<400> 39

ggtactgetg ctetgggtte caggttecac 30
<210> 40
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para el segundo fragmento del lider kappa

<400> 40

gegtcaccag tggaacctgg aacccag 27
<210> 41
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo Nhe para lider kappa

<400> 41

attgctagca tggagacaga cacactectg 30
<210> 42
<211> 28

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

20
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<220>

ES 2 335005 T3

<223> Cebador inverso EcoR1 para lider kappa

<400> 42
aattgaattc gtcaccagtyg gaacctgg
<210> 43
<211>21
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

28

<223> Secuencia lider de cadena K de Ig de ratén

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

<400> 43
i 5
Gly Ser Thr Gly Asp
20
<210> 44
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador DIRECTO SPE 1 de lider K

<400> 44

actcactagt gctageatgg agacagacac
<210> 45
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador INV MLUI1 de lider K

<400> 45
aattacgcgt gaattegtea ccagtggaac

<210> 46

<211> 462

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Proteina de fusion de lider Kappa con sHASEGP con F 38 como el primer aminoacido de la supuesta sHASEGP

secretada madura (hasta P 478)

30

30

21
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<400> 46

Met
Gly

Phe

Ile
65

Gly
Gly
Lys
Ile
Lys
145
Val
Glu

Leu

val

Glu
Ser
Leu
Glu

50
Asn

1le
Asp
Asp
130
Asp
Gln
Lys
Leu
Asn

210
Glu

225 .

_Thr

Ala
Ser
Arg
Leu
308
Val

Legu

Val

" Gly

Asn
38h
val
Phe
val

Ile

Ala
Ala
Lys
Ile
250
val
Ile

Leu

val
370
Pro

Arg
Tyr
Lys

Asp
450

Thr

Thr

Trp
35
Pro

Pro

Ile
115

Trp
val
Leu
Ala
Arg
195
His
Ile
Leu
Thr
Ile

275
Val

TYr

Asp

Leu
355
cys

Asp
Gly
Cys
Asp

438
Ala

Asp
Gly
20

Ala

Leu

Pro
Gln
100
Thr

Glu

Ser
Gly
180
Pro

His

Lys

Leu
260
Pro
Phe
Thr
Gly
Asn
3490
aAla
lle
Asn
Lys
Ser
420
Thx

Phe

Thr
Asp
Trp
Asp
Gly
85

Lys
Phe
Glu
Lys
Leu
165
Lys

Asn

PXé
245
Asp
Thr
Phe
Thr
325
Ala
Arg
Phe

Pro
405

Cys
Asp

Leu

Leu

Phe

Met
Gln
70

Ile

Ile

Asn
150
Asp
His
Lys

Asn
230
Ser

Val
Ala
Asp
Gly

310
Leu

Lys
Lys

Ala
isp

Ala

Lys

ES 2 335005 T3

Leu

Ala
Ser
55

Gly
Asp

Ser

Met

135

Glu
Phe
Leu
Lys

21s
Asp

Ile

Lys
Gln
285
Glu
Ser
Glu
Met
Asn
375
Iie
Leu
Ber

Val

Pro
455

Leu
Ala
Pro
40

Leu
Val
Ser
Leu
Pro
120
Pro
Ser
Ala

Leu

Trp
200
Pro

Asn
Ser
280
val
Thr
Ile
Thr

Cys
360

Sln

Glu

“Thr

ABp
440
Pro

Trp
Pro
25

Ser
Phe
Thx
Ile
Gln

105
val

Ile
Thr
val
1858
Gly
Gly
Leu
Leu
Arg
28685
Pro
Leu
Val
Met
1le
348
Ser
Asn
Leu
hap
Leu
425
val

Meb

22

val
10

Pro
Glu
Ser
Ile
Thr
90

Asp

Asp

Glu
Glu

17¢
Glu

Tyr
TYx
Ser

Agn
250
Val
Leu
Lys
Ala
Arg
330
Leu
8in
Ber
Glu
Lew

410
Ser

Cys

Glu

Leu
val
Phe
Phe
Phe
75

Gly
His

Asn

Leu
155
Lys
Thr
Tyr
Asn

Trp
235

Pro
Phe
Leu
315
Ser
Aszn
val

Ser

Lys
3588
Glu

Cys
Iie

Thr

Leu Leu
Ile Pro

Cys Leu

45
Ile Gly
60

Tyr Val
Val Thrx

Leu Asp

Leu Gly
125

Arg Asn

140

Val Gln

Ala Lys
Ile Lys

Leu Phe
205

Gly ser

220

Leu Trp

Gln Gln
Glu Ala

Val Phe
285

Leu Sar

300

Gly Ala

Met Lys
Pro Tyr

Leu Cys
365

asp Tyr
340
Gly Gly

Gln pPhe
Lys Glu
ARla Asp

445

glu Glu
4560

Trp
Asn
30

Cly
Ser
Asp
Val
Lys

110
Met

Trp
Gln
Gln
Leu
190
Pro
Cys
Agn
Ser
Ile
270
Ala
Gin
Ser
Ser
Ile
350
Gin
Len
Lys
Ser
Lys
43¢
Gly

Pro

val Pro
18
val Pro

Lys Phe
Pro Arg

Arg Leu
80

Asn Gly

95

Ala Lys

Ala val
Lys Pro

Gln Asn
160
Glu Phe
178
Gly Lys

Asp Cys
Phe Asn

Glu Ser
240
Pro val
238
Arg Val

Agp Glu

Gly Ile
320

Cys Leu

335

Iie Asn

Glu Gln
His Leu
Phe Thr

400
Glu Lys

418
Ala Asp

Val Cys
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<210> 47
<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 335005 T3

<223> Cebador 3° BAM INV de sHASEGP con anclaje a GPI hasta L 509 incluyendo TERMINACION

<400> 47

aattggatce ctacagaaga aatgataage aacasaatac

<210> 48

<211> 1449

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48

atgggagtge
tcoceagatag
cctoctgita
cttggaaaat
ataaacgcca
tacatagatt
caagaceatc
ggaatggctg
aaagatgttt
ctecacagagg
gtagagaota
ttteoeggatt

gtagaaataa
ccatccattt
cgagtteoggg
tttgcatata
cttgtgtata
acccteagta
atactgaate

tgccaggage”

aacccagata
cegacactty
ttgagttgta
gatggtgtct
ttetactaa

<210> 49
<211> 467
<212> PRT

<213> Homo sapiens

taaaattcaa
ttttcacctt
ttccaaatgt
ttgatgagcee
ceogggeaagg
caatcacaqyg
tggacaaage
Etattgacty
acaagaatag
ceactgagaa
taaaattagg
gttacaacca

aaagaaatga
atttgaacac
aagccatcag
ceegeatagt
catttggega
taatgcgaag
‘cttacataat
aaggagtgtg
attttgectat
aagacetgga
aggagaaage
gtatagatgce

gcacatettt
cctbctgatt
gocktteete
actagatatg
tgttacaata
agtaactgtyg
taagaaagac
ggaagaatgg
gtetattgaa
agcaaaacaa
aaaattactt
tcactataag

tgatcteage
tcageagtet
agtttccaaa
ttttactgat
aactgttgct
tatgaaatot
caacgtcaca
tataaggaaa
tcaacttgag
gcaattttet
tgatgtaaaa
ttttctaaaa

40

tteagaagek
ceatgttgcet
tgggectgga
agcctcttcet
tttratgteyg
aatggaggaa
attacatttt
agacccactt
ttggttcage
gaatttgaaa
cggccaaate
aaacccoggtt

tggttgtgga
cetgtagetyg
atacctgatyg
caagtttiga
ctaggtgcett
tgettgeteo
ctageagcea
aactggaatt
aaaggtggaa
gaaaaakbttt
gacactgatg
ccteceatygyg

23

ttgttaaatc
tgactctgaa
atgecccaag
ctttcatagg
atagacttgy
teccccagaa
atatgccagt
gggcaagaaa
aacaaaatgt
aggcagggaa

acttgtggogg
acaatggaag

atgaaagcac
ctacactcta
caaaaagtce
aattecttte
ctggaattgt
tagacaatta
asatgtgtag
caagtgacta
agttecacagt
attgeagetg
ctgttgatgt
agacagaaga

aagtggagte
tttcagagea
tgaatttigt
aageecccga
ctactatcct
gatttcetta
agacaatttg
ctggaaacct
acaacttagt
ggatticety
trattatctt
ttgettcaat

tgetetttac
tgtgegeaat
acttecggtt
tcaagatgaa
aatatgggga
catggagact
ceaagtgett
tocttocaccte
acgtggaaas
ttatageacce
gtgtattget
acctcaaatt

60

120
180
240
00
360
420
480
540
600
660
720

7490
84¢
900
950
1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1449
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<400> 49

Met

Ser

Phe
ABp
65

Ile
Gly
Gly
Lys
Ile
145
Lys
Val
Glu
Leu
228

Val

Thr

Ser

305
Leu

Gly
Ser
Leu
Ley
50

Glu
Aan
VY
Ile
Asp
130
Asp
Asp
Gln
Lys
Leu
210
Glu
Ala
Ala
Lys
290
Ile

Val

Val
Gly
Thr
35

Pro

Ala

Pro
115
Ile

val
Leu
Ala
195
Arg
His
Ile
Leu
278

Ile

val

Tyr

Leu
Val
20

Leu
Ala
Leun
Thr
Pro
100
Gin
Thr
Glu
TYyr
Ser
180
Gly

Pro

Thr

Lys
Ser
Asn
Trp
Asp

Gly

Lys
Phe
Glu
Lys
1585
Leu

Lys

Asn

Arg
245
Pro

Asp
Thr

Phe

ES 2 335005 T3

Phe
Gln
Phe
Asn
Met
70

Gln
Ile

Tle

156
Asn

Asp
His
Lys
230
Asn
Ser
Val
Ala
Asp

310
Gly

Lys
Ile
Arg
Ala
55

Ser
Gly
Asp

Ser

Met
135

Glu
Phe
Leu
215
Lys
Asp
Ile
Arg

Lys
295
Gln

Hig
Val
Ala
49

Pro
Leun
val
Sex
Leu
120
Pro
Pro
Ser

Ala

Leun
200

Txp
Pro
Asp
TYr
Asn,
280

Ser

val

Ile
Phe
25

Pro

Ser

Phe

Ile
108
Gln
Val
Thr
Ile
185
val
Gly
Gly
Leu
Leu
265
Arg

Pro

Leu

Glu Thr Val

24

Phe
10

Thr
Pro
Glu
Ser
Ile
a0

Thr
Asp
Asp
Trp
Giu
170
Glu

Glu

Tyr

Ser
250
Asn
Val
Leu

Lys

Ala

Phe
Phe
Val
Phe
Phe
75

Phe
Gly
Hi
Asn
155
Leu
Lys

Thr

Asn
235

Trp

Thx

Pro

bhe
318
Leu

Arg
Leu

Ile

cys
&0
Ile

Val
Leu
Leu
140
Arg
Val

Ala

Ile

Leu
220
Gly
Leu
Gln
Glu
Vval
300
Leu

Gly

Ser
Leu
Pro
45

Leu
Gly
val
Thr
Asp
125
Qly
Asn
Gln
Lys
Lys
205
Phe

Ser

Gln
Ala
285
Phe
Ser

Ala

Fha
Ile
30

Asn
Gly
Ser
Asp
Val
110
Lya
Met
Trp
Gin
Gln
190

Leu

Pro

Cys

Ser
270
Ile
Ala
Gln

Ser

Val
15

Pro
Val
Lys
Proc
Arg
a5

Asn
Ala
Ala
Lya
Gln
175
Gla
Gly
Asp
Phe
Glu

255
Pro

Asp

Gly

Lys

Cys

Phe
80

Leu
Gly
Lys
val
Pro
160
Asn
Phe
Lys
Cys
Asn
240
Ser
val
Val
Thr

Glu

320

Ile
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<210> 50
<211> 1536

<212> ADN

Val Ile Trp

Leu Leu Asp
385
val Thr Leu
370
Gly Val Cys
385
Asn Pro Asp

Val Arg Gly

Phe Tyr Cys
435

Val Lys Asp
450

Ile Asp Ala

465

<213> Homo sapiens

<400> 50

340

Asn Tyx

Ala
Ile
Asn
Lys
420

Ser

Thr

Ala
hrg
Phe

405
Pro

Asp

atgggagtge
tceocagatag
cctectgtta
cttggazaat
ataaacgcea
tacatagatt
caagaccate
ggaatggctg
aaagatgttt
ctcacagagqg
gtagagacta
tttooggatt
gtagaaataa
ccatecattt
cgagtteggy
tttgcatata
ctigtgtata
acccteagta
atactgaatce
Lgecaggage
aacceagata
ccgacacttg
ttgagttgta
gatggtgtet
ttctacaaty
tgggatcaagy

<210> 51
<211> 6630
<212> ADN

taaaattcaa
ttttcacctt
ttecaaatgt
ttgatgagoed
cogggcaagy
caatcacagg
tggacaaagc
ttattgactg
acaagaatag
ccactgagaa
taraattggy
gttacaacca
aaagaaatga
atttgaacac
aagoecateag
ceegeatagt
catttggcga
taatgogaag
cttacataat
aaggagtgtyg
attttgotat
aagacctgga
aggagaaagc
gtatagatgce
cttecacccte
gtattageag

<213> Secuencia Artificial

ES 2 335005 T3

325
Gly Thr

Leu Ser

Met Glu
Met
375
Asn

Lys

Lys
390
Ala Ile

Thr Leu

Ser

Tyx

Ala val

455

gecacatettt
cectbetgatt
gectttecete
actagatatyg
tgttacaata
agtaactgtg
taagaaagac
ggaagaatgg
gtctattgaa
agraaaacaa
aaaattactt
tcactataag
tgatctcage
teagecagtcet
agtttccaaa
ttttactgat
aactgttget
tatgaaatet
caacgtcaca
tataaggaaa
tcaacttgag
geaattttot
tgatgtaaaa
ttttctaaaa
cacactatet
aattggtttce

330
Met Arg
345
Ile Leu

g Ser Gln

Asn Ser
Glu
410
Leu

Leu

Asp
425
Ser

Val Cys

ttcagaaget
ccatgttget
tgggectaga
agectettot
ttttatgbtyg
aatggaggaa
attacatttt
agacccactt
ttggtteage
gaatttgaaa
cggecaaate
aaacceoggtt
tggttgtgga
cotgtagoety
atacectgatg
caagttttga
ctgggtgett
tgcttgetee
ctagcagceea
aactggaatt
aaaggtggaa
gaaaaatttt
gacactgatg
ccteccatgg
goccacaatgt
ttctaa

25

Ser Yet Lys

Asn Pro Tyr

385
Leu Cys
380

Asp Tyr

Gly Gly

val

Ser
395
Lys

Glu Gln Phe

Cys Lys Glu

445
Ala Asp
460

Ile

ttgttaaate
tgactetgaa
atgocecaag
cttteataqg
atagacttyy
tcoeccagaa
atatgccagt
gggcaagaaa
aacaaaatgt
aggcagggaa

acttgtgggg
acaatggaag

atgaaagcac
ctacacteta
caaaaagtoc
aattcettto
ctggaattgt
tagacaatta
aaatgtgtag
caagtgacta
agttcacagt
attgcagety
ctgttgatgt
agacagaaga
tecatttggay

335
Cys

Ile

Ser
350
Ile
Gln Giu

Leu

Leu

Asn

Gln

Leuy

400

Phe
4158
Glu

Lys

Ser
430

Lys

Gly val

aagtggagta
tttcagagea
tgaatbtigt
aagococcga
ctactatect
gatttcoctta
agacaatitg
ctggaaacct
acaacttagt
ggatticetg
ttattatctt
tigeotteaat
tgctetttac
tgtygogeaat
actteoegutt
tcaagatgaa
aatatgggga
catggagact
ccaagtgett
tetteaccte
acgtggaaaa
ttatagcace
gtgtattgct
acctecaaatt
gctggaagte

Thr

Lys

Asp

&0
iz0
180
240
300
360
420
480
540
600
€60
720
780
840
900
960
102¢
1080
1140
1200
126¢
1320
1380
1440
1500
1536
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<220>

<223> Vector plasmidico HZ24

<400> 51

tcaatattgg
ttggccattg
aatatgaccyg
gteattagtt
geetggetaga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcegt
caatgggagt
cgececcgotg
tegtttagtyg
tgetaaegea
gtgaggcact
actaggettg
tgacatecac
aggctagagt
catcttttte
tectgattcca
tttcetetygg
agatatgage
tacaatattt
aactgtgaat
gaaagacatt
agaatggaga
tattgaattg
aaaacaagaa
attacttcgg
ctataagaaa
tctcagectgyg
gcagtetcet
ttccaaaata
tactgatcaa
tgttgetctg
gaaatcttge
cgtcacacta
aaggaaaaac
acttgagaaa
attttctgaa
tgtaaaagac
tctaaaacct
cgecectcete
tgtgegtttg
cggaaacetg
ggaatgcaag
caaacaacgt
ctetgeggec
cacgttgtga
aaggggetga
kgcacatget
ggggacgtgg
ctgccatcat
gcaagaacgg
tgaccacaac
ggttcteeat
gagaactcaa
taagacttat

ccattagcca
catacgttgt
cecatgttgge
catageceat
ccgeeccaacg
atagggactt
gtacatcaag
cccgectgge
tacgtattag
ggatageggt
tegttttgge
acgcaaatgyg
aaccgtcaga
gtcagtgett
gggcaggtaa
tcgagacaga
ttegecttte
acttaatacg
agaagcetttg
tgttgettga
gectyggaatyg
ctcttetett
tatgttgata
ggaggaatcc
acattttata
ccoacttgyg
gttcagcaac
tttgaaaagg
ccaaatcact
cccggttaca
ttgtggaatyg
gtagctgecta
cctgatgcaa
gttttgaaat
ggtgckttcetg
ttgctectag
gcagccaaaa
tggaattcaa
ggtggaaagt
aaatttratt
ackgatgetqg
cccatggaga
ccteceecee
tctatatgtt
geoctgtekt
gtctgttgaa
ctgtagcgac
aaaagccacg
gttggatagt
aggatgccca
ttacatgtgt
ttttoctety
ggttcgacca
agacctaccc
ctettcagtyg
tectgagaag
agaaccacca
tgaacaaccg

ES 2 335005 T3

tattatteat
atctatatca
attgakttatt
atatggagtt
aceceegeee
tccaktgacg
tgtatcatat
attatgceca
tcatcgcotat
ttgacteacqg
accanaatca
geggtaggeg
tcactagaag
ctgacacaac
gtatcaaggt
gaagactett
tctccacagg
actcactata
ttaaatcaag
ctctgaattt
ccccaagtga
tcataggaag
gacttggeta
cccagaagat
tgccagtaga
caagaaactyg
aaaatgtaca
cagggaagga
tgtggggtta
atggaagttg
aaagcatctge
cactctatgt
aaagtocact
tcecttbetea
gaattgtaat
acaattacat
tgtgtagcca
gtgactatct
tcacagtacg
gcagectgtta
ttgatgtgtg
cagaagaacc
cectaacgtt
akttteecace
cttgacgage
tgccgogaag
cctttgcagyg
tgtataagat
tgtggaaaga
gaaggtacce
ttagtcgagg
adaaacacga
ttgaactgca
tggecteege
gaaggtaaac
aatcgacett
cgaggagete
gaattggcaa

tggttatata
taatatgtac
gactagtkat
cegegttaca
attgacdgtca
tcaatgggkg
gccaagtceeg
gtacatgacc
taccatggtg
gggattteeca
acgggacttt
tgtacggtgg
ctttaktgcg
agtctcgaac
tacaagacag
gcgtttetga
tgtccactee
ggctagcaty
tggagtatce
ecagagcacet
attttgtett
cceergaata
ctatcettac
ttccttacaa
caatttggga
gazacctaaa
acttagtcte
tttcctggta
ttatctteet
cttcaatgta
tetttaceca
gcgcaatcga
teeggtttet
agatgaactt
atggggaacc
ggagactata
agtgctttac
teacctcaac
tggaaaaceg
tagcaccttg
tattgetgat
tcaaatttte
actggocgaa
atattgecegt
attectaggg
gaagcagttc
cagcggaacce
acacctgcaa
gtceaaatgge
cattgtatgg
ttaaaaaaac
tgataagctt
tcgtogecgt
tcaggaacga
agaatctggt
taaaggacagy
attttcotege
gtaaagtaga

26

gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccecctattg
ttacgggact
atgcggtttt
agtctecace
ctaaaatgtce
gaggtctata
gtagtttatc
ttaagctgea
gtttaaggag
taggcaceta
cagttcaart
ggagtgctaa
cagatagttt
ectgttatte
ggaaaatttg
aacgececaceg
atagattcaa
gaccatctgg
atggetgtta
gatgtttaca
acagaggecea
gagactataa
¢oggattgtt
daadataaaaa
tccatttatt
gttegggaag
gecatatacec
gtgtatacat
ctcagtataa
ctgaatcctt
caggagcaag
coagataatt
acacttgaag
agttgtaaqg
ggtgtetgta
tactgaggat
geegettgga
cttttggcaa
gtctttecce
cteotggaage
ccecacctgyg
aggeggeaca
tecteetcaag
gatctgatcet
gtctaggcee
dccacaaccc
gteccaaaat
gttcaagtac
gattatgggt
aattaatata
caaaagttty
catggtttagg

atattggcta
gctcatgtes
caattacggg
taaatggecc
atgtteceat
ggtaaactge
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacac
ccakttgacgt
ghaataacce
taagcagagc
acagttaaat
gaagtiggte
accaatagaa
ttggtettac
acagetctta
aattcaagca
tcaccttect
caaatgtgec
atgagecact
ggraaggtgt
tcacaggagt
acaaagctaa
ttgactgaga
agaataggte
ctgagaaagce
aattgggaaa
acaaccatca
gaaatgatga
tgaacact¢a
ccatcagagt
gcatagtttt
ttggcgaaac
tgcgaagtat
acataatcaa
gagtgtgtat
tkgectattca
acctggagea
agaaagctga
tagatgettt
ccatagctaa
ataaggeegg
tgtgagggce
tercgecaaa
ttcttgaaga
cgacaggtgc
accceagtge
cgtatteaac
ggggectegy
ecegaaccac
acagcggccyg
atggagattg
ttccaaagaa
aggaazacct
gttetcagta
gatgatgeot
atagtcggag

60
120
180
240
300
3s0
420
489
546
600

_ 660

120
780
240
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1500
1860
1920
1980
2040
2100
2160
22320
2280
2340
2400
24690
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3080
3120
31480
3240
3300 .
3380
3420
3480
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<210> 52

gcagttctgt
ggatcatgea
aacttcteee
ataagtttga
gcggcegett
aatgcagtga
cattataage
teagggggag
cgataaggat
gttgcgcage
gtggtggtta
gctttettce
gggctecett
tagggtgatg
ttggagtcca
atctecggtet
aatgagctga
tcctgatgeg
ctctcagtac
ccgoktgacge
ccgteteegy
gaaagggcct
agacgtcagy
aaatacatte
attgaaaaag
cggcecattteg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggegeggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttetgac
atcatgtaac
agegtgacac
aactacttac
caggaccact
cedgtgageg
gtatcgtagt
tcgetgagat
atatacttta
tttttgataa
aceccegtaga
gcttgeaaac
caactctktt
tagtgtagee
ctctgctaat
tggacteaay
gcacacagee
tatgagaaayg
gggtcggaac
gtcctgtcgyg
ggcggagect
gygecttttge

<211> 2009
<212> ADN
<213> Homo sapiens

ttaccaggaa
ggaatttgaa
agaataccca
agtctacgag
cgagcagaca
aaaaaatgct
tgcaataaac
atgtgggagg
cegggetggac
ctgaatggcyg
egegeagegt
cttcetttct
tagggttecy
gttecacgtag
cgttctttaa
attettttga
tttaacaaaa
gtattttete
aatctgetcet
gccecktgacgg
gagectgeatyg
cgtgatacge
tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
cctteotgtt
gggtgecacga
tcgccecgaa
attatcecegt
tgacttggtt
agaattatge
aacgatecgga
tegcetigat
cacgatgect
tctagetteo
tctgegectcg
tgggtcetege
tatctacacg
aggtgoetca
gattgattta
tctcatgacce
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttagge
¢cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgocacgatt
aggagagege
gtttegecac
atggaaaaac
tcacatggck

ES 2 335005 T3

gccatgaatc
agtgacacgt
ggcgtectet
aagaaagact
tgataagata
ttatttgtga
aagttaacaa
ttttttaaag
gtaatagcga
aatggacgcg
gacogetaca
cgccacgttc
atttagtget
tgggecateg
tagtggactc
tttataaggg
atttaacgeg
cttacgcatc
gatgccgecat
gettgtetge
tgtcagaggt
ctatttttat
cggggaaaty
ccgetcatga
agtattcaac
tttgeteace
gtgggttaca
gaacgttttc
attgacgeeyg
gagtactcac
agtgctgeca
ggacegaagg
cgttgggaac
gtagcaatgy
cggcaacaat
geccttecegg
ggtatcatig
acggggagtc
ctgattaageo
aaacttcecatt
aaaakccctt
ggatettett
ccactaccayg
actggcttea
caccacttea
gtggetgetg
crggataagy
cgaacgacct
cecgaagdga
acgagggagc
ctctgacttg
gecageaacqg
cgacagatet

aaccaggcca
tetteccaga
ctgaggteca
aaacgcygtgg
cattgatgag
aatttgtgat
caacaattgce
caagtaaaac
agaggccoge
ccctgtageg
cttgecageg
gceggettte
ttacggeace
cectgataga
ttgttccaaa
attetgeccga
aattttaaca
tgtgecggtat
agttaagcca
tceceggeate
tttcacegte
aggttaatgt
tgecgeggaac
gacaataace
atttcegtgt
cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggecaagagea
cagtcacaga
taaccatgag
agctaacegce
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggetggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatcettt
cggtggtetyg
gcagagcgcea
agaactetgt
ccagtggcega
cgeagoggte
acaccgaact
daaaggcegga
ttecagyggg
agcgtcgatt
cggecttttt

27

cetcagacte
aattgatttg
ggaggaaaaa
tacctctaga
tttggacaaa
gctattgett
attcatttta
Ctetacaaat
accgatcgec
gcgcattaag
cectagegee
ceegtcaage
tcgaceccaa
cggttttteg
ctggaacaac
tttecggecta
aaatattaac
ttcacacecge
gecccgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
catgataata
cectattegt
ctgataaatg
¢cgecettate
ggtgaaagta
tctcaacage
cacttttaaa
actoggtege
aaagcatett
tgataacact
ttttttgeac
tgaagccakta
gegcaaadta
gatggaggcg
tattgctgat
geceagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttcgttccecac
ttttekgege
ttrgecggat
gataccaaat
agcaccgect
taagtcgtgt
gggetgaacyg
gagataccta
caggtatccg
aaacgeoctgg
tttgtgatgc
acggttecty

tctgtgacaa
gggaaatata
ggcateaagt
gtcgaccegyg
ccacaactag
tatttgtaac
tgtttcaggt
gtggtaaaat
ctteccaaca
cgcggcgyggt
cgetecttte
tctaaatecgg
aaaacttgat
ccetttgacy
actcaaccct
ttggttaaaa
gcttacaatt
atatggtgca
ccgecaacac
caagctgtga
cgegegagac
atggttectt
ttatttttet
cttecaataat
ccetttettg
aaagatgety
ggtaagatce
gttetgetat
cgeatacact
acggatggca
gcggcceaact
aacatggggg
ccaaacgacyg
ttaactggeg
gataaagttg
aaatctggag
aagcecteee
aatagacaga

gtttactcat .

gtgaagatee
tgagegtcag
gtaatctget
caagagctac
actgttctte

acataccteg

cttaccgggt
gggggttegt
cagegtgage
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggg
gecttttget

3540
3600
3660
3720
3780
3340
3900
3960
4020
49080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4660
4520
4580
5040
5100
5160
5220

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700

‘5760

5820
5880
5940
6000
6060
6120
€180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6630
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<400> 52

‘atgtggetca

<210> 53

aaggtectte
tgagaccagce
gaaagcagac
agaataataa
cattecatte
tgtaggaaga
aageacatet
ttecettetga
gtgeectttee
ccactagata
ggtgttacaa
ggagtaactyg
gctaagaaaq
tgggaagaat
aggtetattyg
aaagcaaaac
ggaaaaktac
catcactata
gatgatctca
actcageagh
agagtttccea
gtttttactyg
gaaactgttyg
agtatgaaat
atcaacgtca
tgtataagga
attcaacttg
gagcaatttt
getgatgtaa
gettttetaa
tccacactat
gegagtbtgt
trtbogacta

<211> 2395
<212> ADN

<213> Homo sapiens

cataaattcoa
ctagcaagge
caacttettyg
ttotggttat
tatttaaatg
cettteatet
aataaatgtt
ttttcagaag
ttecatgttg
tctgggeckg
tgagectett
tattttatgt
tgaatggagy
acattacatt
ggagacccac
aattggttca
aagaatttga
ttegygccoaaa
agaaacccgy
getggttgtg
ctectgtage
aaatacctga
atcaagtttt
ctectgggtge
cttgcttget
cactagcage
aaaactggaa
agaaaggtag
ctgaaaaatt
aagacactga
aacctcoeat
ctgccacaat
aattgcygceag
attaaatectt

ES 2 335005 T3

gasagtatga
aaagggatgce
ccttgataac
aggtgatgca
taacttaatc
gtgctecatac
ttcatagtea
ctttgttaaa
cttgactcty
gaatgcceccoca
ctetttcata
tgatagactt
gatecoecayg
ttatatgeeca
ttgggeaaga
gcaacaaaat
aaaggeagyg
tcacttgtgg
ttacaatgga
gaatgaaage
tgetacacte
tgcaaaaagt
gaaatteett
ttectggaatt
cotagacaat
caaaatgtygt
ttcaagtgac
aaagttcaca
ttattgecagce
tgctgttgat
ggagacagaa
gttecattgtt
gttagctgaa
tgaaaagaa

tagcagtgta
taatgactag
tactgaagag
acttgaaaaa
attataccte
tttgcatcag
ttactcttta
t.caagbggag
aatttcagag
agtgaatttt
ggaageeees
ggctactate
aagatttcct
gtagacaatt
aactggaaac
gtacaactta
aaggatttec
ggttattatc
agttgettea
actgetettt
tatgtgegea
ccacttecgyg
tctcaagatg
gtaatatggg
tacatggaga
agecaagtge
tatcttcace
gtacgtggaa
tgttatagea
gtgtgtattg
gaacctcaaa
agtattttat
atgaacaata

28

ggtgyttage
ccaatgetet
acattgggtg
caatcoetgaa
tttatcecatc
atattgggta
caatgggagt
tatcccagat
cacctootgt
gtcttggaaa
gaataaacgc
cttacataga
tacaagacca
tgggaatgge
ctaaagatgt
gtcteacaga
tggtagagac
ttttteegga
atgtagaaat
acccatecat
ategagtteog
tttttgeata
aacttgtgta
gaaceeteoag
ctatactgaa
tttgccagga
tcaacecaga
aacecgacact
ccttgagttyg
ctgatggtgt
ttttctacaa
ttecttatcat
tgteccatett

ageaccteat
aggaagacatbt
gctggatttt
acatgaaaca
aaagtgaatt
aaccaaagqtg
gctaaaatte
agtttteace
tattccaaat
atttgatgag
caccgggeaa
ttcaatcaca
tctggacaaa
tgttattgac
ttacaagaat
ggccactgaqg
tataaaatig
ttgttacaac
aaaaagaaat
ttatttgaac
ggaagcecate
taccogeata
tacatttgge
tataatgoega
tecttacata
gcaaggagtg
taattttget
tgaagacetg
faaggagaaa
ctgtatagat
tgettcaccee
ttcttetgta
aaagtgtget

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
78¢
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
18500
1560
1620
leso
17490
3800
18690
1820
1s8¢
2003
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<400> 53

atgtggetea
aaggtectte
cagccaactt
agacttctgg
ataatattra
attecettte
aagasataaa
atetttttca
ctgattceat
ttectetggy
gatatgagce
aczatattet
actgtgaatg
aaagacatta
gaatggagac
attgaattgg
aaacaagaat
ttacttcgge
tataagasac

¢ctcagotggt
cagtctectg
tecaaaatac
actgatcaag
gttgctctgyg
aaatcttget
gtcacactag
aggaaaaact
cttgagaaag
ttttetgaaa
gtaaaagaca
ctaaaaccte
ctatectgcea
ggtttettket
gaaatgaaaa
cctagatget
trttcatggt
cotateaatt
cttattttat
tttagratgy
tecatateogt

cataaattca
ctageaaggg
cttgecettga
ttataggtga
aatgtaactt
atetgtygete
tgttttcata
gaagetttgt
gttgctbgac
cctggaatge
tetteteoptt
atgtigatag
gaggaatcce
cattttatat
ccacttggge
ttcagcaaca
ttgaaaagge
caaabcactt
coggttacaa

tgtggaatga
tagctgetac
ctgatgcaaa
ttttgaaatt
gtgcttetgg
tactectaga
cagecaaaat
ggaattcaag
gtggaaagtt
aattttattg
ctgatgetgt
ccatggagac
caatgttcat
gagagtcatg
aaccabtgact
gtggggagaa
attatcetta
ttcttocaga
tgcattggat
aaaaataatt
gtaaataaaa

ES 2 335005 T3

gaaagtatga
atgctaatga
taactactga
tgcaacttga
aatcattata
atactttgca
gteattacic
taaatcaagt
teotgaattte
ceceaagtgaa
cataggaagc
acktggctac
ccagaagatt
gceagtagac
aagaaactgy
aaatgtacaa
agggaaggat
gtggggttat
tggaagttgce

aageactget
actctatgtg
aagtocactt
cottteteaa
aattgtaata
caattacaktg
gtgtagcocaa
tgactatctt
cacagtacgt
cagotghtat
tgatgtgtgt
agaagaacct
ttggaggctyg
agggaaaaat
atcatcacca
ggcaagttac
acetttttga
agatatttat
caaaatgcea
tcaggeaata
ataaattttg

tageagtgta
ctagecaatg
agagacattyg
aaaacaatec
cetotttate
tcagatattg
tttacaatgy
ggagtatcce
agagcaccetc
ttttgtetty
coccgaataa
tatccttaca
teottacaag
aatttgggasa
aaacctaaay
cttagtctea
tbectggtag
tatcttitte
trtcaatgtag

ctrtacceceat
cgcaatcgag
ceggttittg
gatgaacttyg
tggggaacce
gagactatac
gtgetttgee
cacctceaace
ggaaaaccga
agcaccttga
attgetgatyg
caaattttct
gaagtctgag
gtgtttcaqg
acatootigy
aaagatagac
catcatggag
ataagattat
tttataaaga
tgctitaaaaa
gttrbtgetea

29

ggtggttage
ctotaggaag
ggtggctgga
tgaaacatga
catcaaagtyg
ggtaaaccaa
gagtgcetaaa
agatagtttt
ctgttattce
gaaaatttga
acgccaceyyg
tagattecaat
accatetbgga
tggctgttat
atgtttacaa
cagaggecac
agactataaa
cggattgtta
aaataaaaay

ceatttattt
ttcgggaage
catatacceyg
tgtatacatt
tcagtataat
tgaatcectta
aggagcaagy
cagataattt
cacttgaaga
gttgtaagga
gtgteotgtat
acaatgette
atcaaggtat
cectectteect
gtattaagtg
ctteoceteaa
getttgggaa
aagaaaaatt
attatgectt

ttgggggaag
aaaaaaaaaa

agcaccteat
acattgagac
ttttgaaage
aacaagaata
aattcattec
agtgtgtagg
attcaagcac
caccttectt
aaatgtgeet
tgagecacta
goaaggtgtt
cacaggagta
caaagcetaay
tgactgggaa
gaatagatet
tgagaaagca
attgggaaaa
caaccatcac
aaatgatgat

gaacactcag
catcagagtt
catagttttt
tggcgaaact
gcgaagtatg
cataatcaac
agtgtgtata
tgctatteaa
cetggageaa
gaaagetgat
agatgoctttt
accctocaca
tagcagaatt
tggcttacag
cagtcactet
gataatcaga
tctgatgaag
atgtacacag
ttcecatcaat
actaaaagaaza
aaaaa

60
120
80
240
360
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
980
1020
1080
1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
18400
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2395
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