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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para el tratamiento de lesiones del CNS.
Antecedentes de lainvencion
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere en general a métodos para promover la recuperacion neurolégica funcional después
de una lesién o enfermedad del sistema nervioso central (“CNS”). En particular, la presente invencion se dirige a un
método para utilizar la condroitinasa para promover la recuperacion neuroldgica funcional tras una lesién en o a la
médula espinal. Las composiciones utiles en este método incluyen formulaciones aceptables de condroitinasa, mas
particularmente formulaciones de condroitinasa de liberacidon sostenida. La presente invencion también se dirige a un
método de promover la recuperacion neurolégica funcional después de una lesiéon a la médula espinal por contusion.

Descripcidn de la técnica relacionada

La médula espinal es el nervio mas grande del cuerpo y esta constituido por fibras nerviosas. Estas fibras nerviosas
son responsables de los sistemas de comunicacion del cuerpo, los cuales incluyen las funciones sensoriales,
motoras y autonémicas. Las funciones sensoriales incluyen la capacidad para sentir sensaciones, como el dolor. La
funcién motora incluye la capacidad para mover voluntariamente el cuerpo. Las funciones autonémicas incluyen las
funciones corporales involuntarias, por ejemplo, la capacidad para sudar y respirar.

El sistema nervioso central incluye el cerebro y la médula espinal. La médula espinal conecta el sistema nervioso
periférico (“PNS”) con el cerebro. Los nervios sensoriales, que entran en la raiz dorsal de la médula espinal,
transmiten informacion sensorial desde los receptores sensoriales del cuerpo al cerebro. Diferentes tipos de
sensaciones se envian por rutas sensoriales diferentes. Por ejemplo, el tracto espinotalamico porta sensaciones de
dolor y temperatura y el tracto de la columna dorsal porta sensaciones de posicion y tacto. Los nervios motores, que
salen de los nervios de las raices ventrales de la médula espinal, transmiten informacién motora voluntaria desde el
cerebro al cuerpo.

El sistema nervioso autonémico (ANS) influye en las actividades de los musculos involuntarios, incluido el musculo
del corazon, y de las glandulas que liberan hormonas. En particular, el ANS controla los sistemas cardiovascular,
digestivo y respiratorio para mantener un ambiente estable dentro del cuerpo. El ANS incluye los nervios simpaticos,
que provocan la constriccion de los vasos sanguineos y incrementan el ritmo cardiaco, y los nervios parasimpaticos,
que actuan de manera opuesta a los nervios simpaticos dilatando los vasos sanguineos y disminuyendo el ritmo
cardiaco.

El dafio al sistema nervioso central, incluyendo la médula espinal, da lugar a una pérdida de funciones. Dependiendo
del tipo de lesion al sistema nervioso central, la pérdida de funciones puede manifestarse en si misma en una
pérdida de la funcién sensorial, motora o autonémica o en una de sus combinaciones.

Los tipos mas comunes de lesiones de la médula espinal (SCI) incluyen contusiones (moretones de la médula
espinal) y lesiones por compresion (provocadas por presion sobre la médula espinal). En las lesiones por
contusiones, el tipo de lesibn mas comun, con frecuencia se forma una cavidad o agujero en el centro de la médula
espinal. Al contrario que las células de los nervios, o neuronas del PNS, las neuronas del CNS no se regeneran
después de una lesién. La incapacidad de los axones para regenerarse puede conducir a la pérdida de sensacion,
funcidon motora y funcién autonémica, asi como a la paralisis permanente. Una razén por la que las neuronas no se
regeneran puede ser su incapacidad para atravesar la cicatriz glial que se desarrolla tras una lesion en la médula
espinal. El dafio causado por la lesién desarrollara una cicatriz glial, la cual contiene moléculas de la matriz
extracelular que incluyen proteoglicanos de sufato de condroitina (CSPGs). Los CSPGs inhiben el crecimiento del
tejido nervioso in vitro y la regeneracion del tejido nervioso en las regiones ricas en CSPGs in vivo.

Varias moléculas, y regiones especificadas de las mismas, han sido implicadas en la capacidad para apoyar el brote
de las neuritas en una célula neuronal, un proceso también denominado extension de las neuritas. El término neurita
se refiere tanto a las estructuras de los axones como de las dendritas. Este proceso de brote de las neuritas es
esencial en el desarrollo y regeneracion neural, especialmente después de que la lesion o la enfermedad hayan
dafiado a las células neuronales. Las neuritas se alargan profusamente durante el desarrollo tanto en el sistema
nervioso central como en el periférico de todas las especies animales. Este fendmeno es propio tanto de los axones
como de las dendritas.

Se sabe que varios polipéptidos, especialmente las moléculas de adhesion celular (CAMs), promueven el

crecimiento de las células neurales. Aunque los esfuerzos iniciales en esta area de investigacion se concentraron en

la proteina fibronectina (FN) que promueve la adhesion sobre la matriz extracelular, también se ha encontrado que

otros polipéptidos promueven el crecimiento neural. Por ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 5.792.743 describe

nuevos polipéptidos y métodos para promover el crecimiento neural en el sistema nervioso central de un mamifero

administrando una CAM neural soluble, uno de sus fragmentos, o uno de sus productos de fusiéon Fc. La patente de
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EE.UU. n° 6.313.265 describe polipéptidos sintéticos que contienen las regiones farmacolégicamente activas de
CAMs que pueden usarse para promover la regeneracion y reparacion de los nervios tanto en lesiones de los
nervios periféricos como en lesiones en el sistema nervioso central. Aunque Utiles, el uso Unico de proteinas
regenerativas puede no ser suficiente para efectuar la reparaciéon de un sistema nervioso dafiado. El documento
WO/03/04080 describe el uso de enzimas que degradan a los glicosaminoglicanos para tratar el tracto corticoespinal
danado, pero no hace referencia a lesiones por contusiones.

Durante aproximadamente las pasadas dos décadas, el conocimiento base de la adhesién y migracién celular en
matrices extracelulares (ECMs) a nivel molecular se ha expandido rapidamente. La accién de las enzimas y otros
polipéptidos que degradan a los componentes de la matriz extracelular y las membranas basales puede facilitar los
sucesos de reparacion neural mediante una diversidad de mecanismos, que incluyen la liberaciéon de citoquinas
enlazantes, y mediante el aumento de la permeabilidad de la matriz, potenciando de este modo la movilidad de las
moléculas mediadoras, los factores de crecimiento y los agentes quimiotacticos, asi como las células implicadas en
el proceso de curacién. Por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 5.997.863 describe el uso de glicoaminoglicanos para
manipular la proliferacion celular y promover la curacion de las heridas.

Las moléculas ECM incluyen los CSPGs inhibidores. Se han identificado componentes de CSPGs como
glicoaminoglicanos, sulfato de condroitina (CS) y sulfato de dermatano (DS). La separacion de estas moléculas
inhibidoras permitiria regenerar y reinervar un area después de una enfermedad o lesion fisica, asi como recuperar
las funciones sensoriales, motora y autonémica.

Estudios previos han encontrado que las condroitinasas pueden lisar y degradar a los CSPGs incluyendo a CS y a
DS. Un estudio encontré que la condroitinasa ABC separé cadenas de glicoaminoglicanos (GAG) en y alrededor de
areas lesionadas de SNC de rata in vivo. La degradacion de GAGs promovié la expresion de una proteina asociada
al crecimiento, GAP-43, indicando una propension regeneradora acrecentada en las células tratadas. Sin embargo,
esta proteina asociada al crecimiento esta asociada con la regeneracion de lesiones en nervios periféricos, pero no
centrales. Otro estudié encontrd que el tratamiento con condroitinasa ABC de médula espinal de rata regenero in
vitro neuronas en un sustrato de una seccion de tejido. Este estudio observé que la degradacion de CSPGs puede
promover los efectos neuroestimuladores de la laminita (Zuo et al., Degradation of chondroitin sulfate proteoglycan
enhances the neurite-promoting potential of spinal cord tissue, Exp. Neurol. 154(2): 654-62 (1998)). En un estudio
posterior del mismo investigador principal se informé que la inyeccidon de condroitinasa ABC en el sitio del dafio al
nervio degradé CSPGs e incrementé el ingreso de brotes axonales en las laminas basales del segmento distal del
nervio (Zuo et al., Regeneration of axons after nerve transaction repair is enhanced by degradation of chondroitin
sulfate proteoglycan. Exp. Neurol. 176(1): 221-8 (2002)). El mismo grupo de investigadores también encontr6 que los
tratamientos con condroitinasa ABC regeneraban axones en injertos acelulares a una velocidad mucho mayor que
en los injertos testigo (Krekoski et al., Axonal regeneration into acellular nerve grafts is enhanced by degradation of
chondroitin sulfate proteoglycan. J. Neurosci. 15:21(16): 6206-13 (2001)). Aplicaciones de condroitinasa ABCTipol a
un tracto corticoespinal lesionado, en particular una lesion en la columna dorsal, impidieron la retraccién de los
axones del area afectada y promovieron un mayor crecimiento de las fibras axonales que el testigo, con parte de los
axones arborizandose en materia gris. Los axones CST regenerados establecieron conexiones funcionales
(Bradbury et al., Chondroitinase ABC promotes functional recovery after spinal cord injury, Nature 416: 636-649
(2002)).

Sin embargo, la recuperacién funcional neurolédgica inducida por la condroitinasa en un modelo animal de lesion por
transeccién de la columna dorsal ha limitado la aplicabilidad o el poder de prediccion relativo a la recuperacion de la
funciéon autonémica y, en particular, como resultado de una lesion por contusiéon en la médula espinal. En la lesion
por transeccion de la columna dorsal descrita por Bradbury et al 2002, se lesionan fibras de las columna dorsal
cortando los tractos nerviosos con una cuchilla. Este método produce una lesién localizada o “limpia” con un dafio
colateral minimo al parénquima restante de la médula espinal. Los tractos de tejido de la materia gris y otra materia
blanca sustentan un dafio minimo y, por tanto, este modelo es util para estudiar la capacidad regeneradora de las
neuronas de la columna dorsal, las cuales portan neuronas sensoriales.

Sumario de lainvencién

La presente invencion se dirige en general a las condroitinasas ABC para usar en la mejora de la recuperacion
funcional tras una lesion por contusion del CNS, porque estas condroitinasas degradan a los componentes de la
matriz extracelular del CNS que son inhibidores de la regeneracion.

Las condroitinasas pueden administrarse a un mamifero afligido por una lesién del CNS, tanto si la lesion es
inmediata como producida hace mucho tiempo. La condroitinasa se administra en una cantidad efectiva para
degradar a los CSPGs y de este modo promover la recuperacion de la funcién neuroldgica funcional.

Las condroitinasas pueden administrarse éptimamente con un vehiculo farmacéutico adecuado. La administracion
puede ser local o sistémica, incluyendo la aplicacion oral, parenteral, intraperitoneal, intratecal o tépica. Los perfiles
de liberacion de tales formulaciones pueden ser de liberacion rapida, liberacion inmediata, liberacién controlada o
liberacion sostenida. Por ejemplo, la formulacion puede comprender una matriz de liberacion sostenida y una
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cantidad terapéuticamente efectiva de una enzima que degrade a los glicosaminoglicanos. Alternativamente, las
condroitinasas pueden ser secretadas por células genéticamente modificadas que se implantan, como tales o en una
capsula, en o cerca del sitio de la lesién del CNS.

La administracién de condroitinasas y la promocion resultante de la recuperacion funcional neurolégica segun esta
descripcion restaura las funciones motora, sensorial y autondmica, en grados variables, dependiendo de la
respuesta de cada individuo tras una lesién contusiva o no en el sistema nervioso central.

Breve descripcion de los dibujos

Para una comprension mas completa de la naturaleza y ventajas de la presente invencion, debe hacerse referencia
a la siguiente descripcion detallada tomada en conexion con los dibujos que la acompafian, en los cuales:

La figura 1 es una ilustracion grafica de los volumenes residuales de orina tras una lesién por contusion en la médula
espinal.

La figura 2 es un grafico de la velocidad de liberacién de condroitinasa desde matrices de liberacion sostenida.

La figura 3 es un grafico de las puntuaciones BBB de ratas tras el tratamiento con condroitinasa ABCTipol 0
penicilinasa o testigo tras una lesién por contusion en la médula espinal.

La figura 4 es un gréfico de las puntuaciones BBB de ratas tras el tratamiento con condroitinasa ABCTipol 0
penicilinasa tras una lesion por contusion en la médula espinal.

La figura 5 es un grafico de los cambios medios en el peso corporal tras la administracion de dosis variables de
condroitinasa.

La figura 6 es una ilustraciéon grafica del cambio medio en el peso por dosis en dosis variables de condroitinasa
ABCTipol.

La figura 7 es una ilustracion grafica del cambio medio en la temperatura por dosis en dosis variables de
condroitinasa ABCTipol.

La figura 8 es una ilustracién grafica del cambio en el peso en dosis repetidas y crecientes de condroitinasa
ABCTipol.

La figura 9 es una ilustracion grafica del cambio medio en la temperatura por dosis en dosis repetidas y crecientes
de condroitinasa ABCTipol.

Descripcion detallada

Antes de describir las presentes composiciones y métodos se ha de entender que esta invencion no esta limitada a
los procedimientos, composiciones o metodologias particulares descritas, ya que éstas pueden variar. También se
ha de entender que la terminologia usada en la descripcién es sdélo con el fin de describir las versiones o
realizaciones particulares, y no se pretende que limite el alcance de la presente invencién el cual estara soélo limitado
por las reivindicaciones adjuntas.

También tiene que advertirse que cuando en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas se usan las
formas singulares, uno(a)” y “el(la)” incluyen referencia al plural a menos que el contexto dicte claramente lo
contrario. Asi, por ejemplo, referencia a “una enzima” es una referencia a una o mas enzimas y sus equivalentes
conocidos por los expertos en la técnica, y asi sucesivamente. A menos que se defina otra cosa, todos los términos
técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen los mismos significados que normalmente entiende un
experto en la técnica. Aunque en la practica o ensayo de las realizaciones de la presente invencion puede usarse
cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en la presente memoria, ahora se describen los
métodos, dispositivos y materiales preferidos. Nada en la presente memoria debe interpretarse como una admision
de que la invencion no tiene derecho a preceder tal descripcion en virtud de una invencién anterior.

La presente descripcion se dirige a una enzima tipo condroitinasa ABC para usar en la mejora de la recuperacion
funcional tras una lesiéon del CNS por contusion, tipicamente provocada por un trauma o una enfermedad. En
particular, la condroitinasa ABCTipol 0 la condroitinasa ABCTipoll individualmente o en combinacién, proporcionan un
tratamiento terapéutico para las lesiones de la médula espinal. La frase “lesién por contusion” incluye, cuando se usa
en la presente memoria, lesiones por enfermedad y traumaticas que pueden proceder de desgarros, moretones o
aplastamiento de neuronas producidos por una lesién traumatica, tal como un accidente de trafico, una caida, o una
herida de bala, asi como otras lesiones traumaticas, o una lesién no traumatica, o una compresién que puede ser
provocada por fuentes internas o externas. La practica de los métodos presentes conferira beneficios clinicos al
mamifero tratado, proporcionando mejoras clinicamente relevantes en al menos una de las funciones de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2373039 T3

coordinacion motora, percepcion sensorial, o autondmicas del sujeto. Las mejoras clinicamente relevantes pueden
variar de una mejora detectable a una restauracién completa de una funcién deteriorada o perdida del CNS.

En contraste con las lesiones “limpias” descritas por Bradbury, el modelo de lesién de la médula espinal por
contusién produce una destruccion indiscriminada del tejido a través de una cascada de mecanismos de respuesta.
Se produce experimentalmente una lesién por contusién aplicando una fuerza contundente a la médula espinal
expuesta y se mimetiza lo mas exactamente la lesion tipica en un ser humano, proporcionando un estado mas
adecuado para el estudio de los procesos patofisioldgicos tanto primarios como secundarios (Blight AR, 2000 Animal
models of spinal cord injury. Top Spinal Cord Inj rehabil 6(2): 1-13; Kwon BK, Oxland TR, Tetzlaff W. (2002) Animal
models used in spinal cord regeneration research. Spine 27(14):1504-10)). Tras el dafio mecanico inmediato del
tejido, el cual puede estirar y desgarrar axones de la materia blanca, sobreviene una destruccion mas profunda y
general del tejido. La barrera sangre-cerebro esta comprometida y la médula espinal sufre una necrosis hemorragica
de la materia gris central que dispara cascadas inflamatorias y bioquimicas que dan lugar a un extenso dafio
secundario al tejido y a las células. En un periodo de dias a semanas se forma una lesion cavitada en el lugar de la
lesiébn que puede llenarse con células gliales reactivas, axones residuales, neovasculatura y una deposicién de
moléculas de la matriz extracelular. Las funciones sensorial, motora y autonémica pueden estar comprometidas. En
comparacioén con la naturaleza relativamente “limpia” de una lesion por transeccion de la columna dorsal, una lesién
por contusion produce una lesién mucho mas complicada que implica el repertorio de mecanismos de respuesta y de
reparacion del tejido de la médula espinal y es apropiada para evaluar potenciales terapias que tengan como diana
tanto la fase aguda como croénica de la lesion. Adicionalmente, las lesiones por contusion dan lugar a efectos
secundarios que producen pérdida de tejido, cicatrices, formacién de cavidades y semejantes. La lesién por
contusion dispara una respuesta inmune mas robusta en comparacion con la lesion por transeccion, lo cual puede
ser de consecuencias significativas para la lesion y la reparacion (Hirschberg DL, Yoles E, Belkin M, Schwartz M.
1994).

El paradigma experimental en el cual evaluar una terapia potencial para la SCI tiene que situarse en el contexto
cuando los resultados se trasponen a otros modelos de lesion de la médula espinal. El contraste entre anatomia y
patofisiologia de la lesion por transeccion de la columna dorsal y el modelo de contusidon estd extendido. Las
lesiones por transeccion de la columna dorsal provocan dafio a las neuronas que son mas propensas a regenerarse
y tienen funciones especificas dentro de los tractos sensoriales. Ademas, la lesion por transeccion conduce a un
dafo secundario minimo del tejido. En contraste, la lesién por contusion dafia los tractos tanto de los nervios
sensoriales como motores, y las funciones sensoriales afectivas, motoras y autonémicas. Los tractos
corticoespinales son bastante menos regenerables que las neuronas encontradas en las columnas dorsales. La
lesién por contusidon también conduce a dafio secundario extenso del tejido que crea una lesidn sustancialmente
mayor que una lesién en la columna dorsal.

Después de una lesion de la médula espinal del CNS de un mamifero adulto, la incapacidad de los axones para
regenerarse puede conducir a una paralisis permanente. El sitio de la lesién del CNS desarrolla una lesién o cicatriz
glial por un aumento de la deposicién de moléculas de la matriz extracelular por astrocitos y oligodendrocitos en el
sitio de la lesion. Estas moléculas de la matriz extracelular incluyen CSPGs, las cuales se expresan mucho en areas
de cicatrizacion. Las CSPGs inhiben el crecimiento del tejido nervioso in vitro, y la regeneracion del tejido nervioso
en regiones ricas en CSPGs in vivo. Los sulfatos de condroitina A, B 'y C son las formas predominantes encontradas
en mamiferos. Estas condroitinas pueden estar implicadas en la modulacion de varias actividades biolégicas que
incluyen la diferenciacion, adhesion, rutas enzimaticas e interacciones hormonales celulares. La presencia de
proteoglicanos de sulfatos de condroitina es elevada en las etapas tardias del crecimiento celular en respuesta al
dano en los tejidos y los vasos sanguineos.

Los glicosaminoglicanos (GAGs), el sulfato de condroitina (CS) y el sulfato de dermatano (DS), son importantes
componentes de los CSPGs. Son moléculas inhibidoras que contribuyen a la falta de regeneracion del CNS en los
mamiferos adultos, impidiendo el crecimiento axonal y neuritico. Sin embargo, los CSPGs son importantes en la guia
y el patron neuronal durante el desarrollo, mas que durante la inhibicion.

Los glicosaminoglicanos son polisacaridos no ramificados que constan de residuos alternantes de hexosamina y
acido hexuronico los cuales portan grupos sulfato en diferentes posiciones. Los GAGs se dividen tipicamente en tres
familias segun la composicion de la cadena principal de disacarido. Estos son: sulfato de heparina/heparano; sulfato
de condroitina y sulfato de queratano. La familia de sulfatos de condroitina incluye varios subtipos designados sulfato
de condroitina no sulfatado, sulfato de condroitina supersulfatado y sulfatos de condroitina A-E, los cuales varian en
el numero y posicién de sus grupos funcionales sulfato. El sulfato de condroitina B también se denomina sulfato de
dermatano y difiere en que el residuo predominante es el acido idurénico en la posicién alternativa del acido
hexuronico.

Ahora se ha encontrado que las enzimas que degradan a los CSPGs, tales como la condroitinasa ABCTipol 0 la
condroitinasa ABCTipoll son utiles para controlar y/o inhibir los efectos de los sulfatos de condroitina y para
desarrollar terapias para el tratamiento de enfermedades. Los hallazgos descritos en la presente memoria son la
primera descripcion del tratamiento con condroitinasas de las lesiones por contusién que causa una mejora en la

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2373039 T3

recuperacion de la funcion neurolégica, en particular de la funcién autonémica, tras una lesion por contusion de la
médula espinal.

La condroitinasa AC y la condroitinasa B son enzimas tipo condroitina liasa, las cuales pueden derivarse de varias
fuentes. En la descripcion puede usarse cualquier condroitinasa AC o B, incluyendo, pero no limitandose a,
condroitinasa AC (derivada de Flavobacterium heparinum; T. Yamagata, H. Saito, O. Habuchi, S. Suzuki, J. Biol.
Chem., 243, 1523 (1968)); condroitinasa AC Il (derivada de Arthobacter aurescens; K. Hiyama, S. Okada, J. Biol.
Chem., 250, 1824 (1975), K. Hiyama, S. Okada, J. Biochem. (Tokio, 80, 1201 (1976)); condroitinasa ACIII (derivada
de Flavobacterium sp. Hp102; H. Miyazono, H. Kikuchi, K. Yoshida, K. Morikawa, K. Tokuyasu, Seikagaku, 61, 1023
(1989)); condroitinasa B (derivada de Flavobacterium heparinum; Y.M. Michelaaci, C.P. Dietrich, Biochem. Biophys.
Res. Commun., 56, 973 (1974), V.M. Michelaaci, C.P. Dietrich, Biochem. J., 151, 121 (1975), K. Maeyama, A.
Tawada, A. Ueno, K. Yoshida, Seikagaku, 57, 1189 (1985)); y condroitinasa B (derivada de Flavobacterium sp.
Hp102; H. Miyazono, H. Kikuchi, K. Yoshida, K. Morikawa, K. Tokuyasu, Seikagaku, 61, 1023 (1989)). La
condroitinasa AC y la condroitinasa B estan comercialmente disponibles en Seikagaku America, Falmouth,
Massachussets, EE.UU. Adicionalmente, las enzimas pueden producirse por los métodos descritos en la patente de
EE.UU. n°® 6.093.563 de Bennett et al. La condroitinasa ABCltipo I y la condroitinasa ABCTipoll son exo y endo-lipasas,
respectivamente, las cuales escinden tanto al sulfato de condroitina como al de dermatano (Hamei et al., 1997). Se
han identificado enzimas de mamiferos con actividad semejante a la condroitinasa.

La actividad de las enzimas condroitinasas puede estabilizarse mediante la adicién de excipientes o por liofilizacion.
Los agentes estabilizantes incluyen carbohidratos, aminoacidos, acidos grasos y tensioactivos y son conocidos por
los expertos en la técnica. Ejemplos incluyen carbohidratos tales como sacarosa, lactosa, manitol y dextrano;
proteinas tales como albumina y protamina; aminoacidos tales como arginina, glicina y treonina; tensioactivos tales
como TWEEN® y PLURONIC®; sales tales como cloruro de calcio y fosfato de sodio; y lipidos tales como acidos
grasos, fosfolipidos y sales biliares. Los agentes estabilizantes se afiaden en general a la proteina en una relacién
de 1:20 a 4:1, carbohidratos a proteina, aminoacidos a proteina, proteina estabilizante a proteina y sales a proteina;
1:1000 a 1:20, tensioactivo a proteina; y 1:20 a 4:1, lipidos a proteina. Otros agentes estabilizantes incluyen altas
concentraciones de sulfato de amonio, acetato de sodio o sulfato de sodio, basados en estudios comparativos con
actividad heparinasa. Los agentes estabilizantes, preferiblemente el sulfato de amonio u otra sal similar, se afiaden a
la enzima en una relaciéon de 0,1 a 4,0 mg de sulfato de amonio/lU de enzima.

La condroitinasa puede administrarse local o sistémicamente. Tal administracion incluye la administraciéon oral,
parenteral, entérica, intraperitoneal, intratecal, por inhalacién o tépica. Las formas preferidas de administracion
incluyen la intravenosa, subcutanea, intratecalmente, intradérmica, intramuscular, internodal, intracutanea o
percutanea. Para un mayor control de la aplicacién puede ser preferible la administracion tépica o local.

Las condroitinasas, solas o en combinacion, pueden mezclarse con un vehiculo farmacéutico apropiado antes de la
administracion. Ejemplos de vehiculos y aditivos farmacéuticos usados en general son diluyentes, ligantes,
lubricantes, agentes colorantes, agentes desintegrantes, agentes amortiguadores del pH, acidos grasos
isotonizantes, agentes isotonizantes, conservantes, anestésicos, tensioactivos y semejantes, y son conocidos por los
expertos en la técnica. Vehiculos especificamente farmacéuticos que pueden usarse son dextrano, sacarosa,
lactosa, maltosa, xilosa, trehalosa, manitol, xilitol, sorbitol, inositol, albumina de suero, gelatina, creatinina,
polietilenglicol, tensioactivos no idnicos (por ejemplo, ésteres polioxietilenados de acidos grasos y sorbitan, aceite de
ricino polioxietilenado endurecido, ésteres de acidos grasos de sacarosa, polipropilenglicol polioxietilenado) y
compuestos similares. Los vehiculos farmacéuticos también pueden usarse en combinacion, tal como polietilenglicol
y/o sacarosa, o ésteres de acidos grasos y sorbitan polioxietilenados, monooleato de sorbitan polioxietilenado (20
moles de 6xido de etileno) son particularmente preferidos.

Los perfiles de liberacion de tales formulaciones pueden ser de liberacion rapida, inmediata, controlada o sostenida.
En particular, las formulaciones de condroitinasa ABCTipol 0 ABCTipoll pueden usarse para mejorar o recuperar la
funcion neurolégica, incluyendo la funcién autondmica. Tal formulacién da lugar a una liberaciéon sostenida y
controlada de la enzima en el sistema tal que los CSPGs son degradados. La degradacion de los CSPGs puede
ocurrir en el sitio del dafio, cavidad o lesién o puede ocurrir en sitios dentro del CNS aguas arriba o aguas debajo de
la lesion.

El régimen de tratamiento segun la invencion puede llevarse a cabo mediante un medio de administrar condroitinasa
ABCTipol 0 ABCTipoll al CNS, y mas preferiblemente a las lesiones del area lesionada del CNS. El modo y la cadencia
de administracion, y la dosificacion se llevan a cabo tal que la recuperacién funcional de la discapacidad del CNS se
potencie mediante la promocion de la extension de las neuritas. Los tratamientos de la presente descripcion
suministran una cantidad efectiva de condroitinasa ABCTipol 0 ABCTipoll. La expresién “cantidad efectiva” quiere decir
una cantidad suficiente para degradar a los CSPGs del area lesionada de la médula espinal o dentro del CNS o una
cantidad suficiente para restaurar, totalmente o en parte, la funcidon motora, sensorial o autonémica del mamifero.
Por ejemplo, una cantidad efectiva de enzima puede ser de aproximadamente 0,0001 mg/kg a aproximadamente
100 mg/kg de peso corporal del paciente. La cantidad efectiva de condroitinasa puede administrarse en una dosis
unica, en dos dosis o en una pluralidad de dosificaciones. Aunque se ha de entender que la dosificacion puede
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administrarse en cualquier momento, en una realizacion la dosificacion se administra antes de 12 horas después de
la lesién, o tan pronto como sea factible. En otra realizacion, la dosificacion se administra a un mamifero lesionado
en una, dos o en una pluralidad de dosificaciones; tales dosificaciones dependerian de la gravedad de la lesion y de
la cantidad de CSPGs presente en la cicatrizacion glial. Cuando se administran una pluralidad de dosificaciones,
pueden administrarse diaria, semanal o quincenalmente. El suministro de las dosificaciones puede ser por medio de
un catéter o de una jeringa. Alternativamente, el tratamiento puede administrarse durante una cirugia para permitir la
aplicacion directa a la cicatriz glial.

Una vez que se han aplicado las condroitinasas, la degradacién de los CSPGs elimina las moléculas inhibidoras que
bloquean la extensién de las neuritas y permite la regeneracion de las neuritas en el area afectada. La
administracion de condroitinasas también puede degradar los CSPGs en el CNS distante del area afectada,
incluyendo aguas arriba y debajo de la lesidon. La condroitinasa ABCTipol 0 ABCTipoll son exo- y endo-liasas que
escinden tanto a CS como a DS. La eliminacién de CS y DS de la cicatriz glial permite la regeneracién de
extensiones de neuritas en el area lesionada.

La regeneraciéon de las células nerviosas en el area del CNS afectada permite el retorno de la funcién motora,
sensorial y autondmica. La mejora clinicamente relevante variara de una mejora detectable a una restauraciéon
completa de una funcién nerviosa perdida o deteriorada, variando con los pacientes y lesiones individuales.

La practica de la invencién, que incluye sus aspectos y realizaciones preferidas adicionales, se entendera mas
completamente a partir de los siguientes ejemplos, los cuales se presentan sélo a modo de ilustracion y no debe
interpretarse que limiten la invenciéon de ninguna forma.

Ejemplo 1
La condroitinasa mejora las funciones autondmicas tras una lesion de la médula espinal en roedores

Se completd un estudio de la funcién autondmica tras una lesién por contusion de la médula espinal en ratas con el
uso de condroitinasa en el centro de modelos animales Acorda. Los animales (n = 38) se sometieron a un modelo
establecido de SCI (Gruner et al., 1996). Comenzando inmediatamente tras la SCI, 19 animales se trataron con
condroitinasa ABC 1 (Seikagaku; numero de catalogo 100332, numero de lote E02201) intratecalmente (i.t.) con 0,06
unidades por rata por dosis en fluido cerebroespinal artificial, un dia si y otro no durante dos semanas. Los otros 19
animales se trataron con una proteina enzimatica (penicilinasa — Sigma; nimero de catalogo P4524) en un vehiculo.

A los animales se les indujo, y se les mantuvo en él, un estado de anestesia quirirgica con isoflurano al 1,5%
portado en una mezcla de aire calidad médica (oxigeno 95%, CO» 5%). Antes de la operacién se dio una dosis inicial
de cefazolina (50 mg/kg, s.c.). Durante la cirugia, los animales fueron colocados en una almohadilla calefactora para
mantener la temperatura corporal, y se monitorizaron el pulso, SpO2 y la temperatura. Se realizé una laminectomia
de las vértebras espinales T9 y T10. Se hizo una laminectomia parcial en la articulacién T13/L1 para la colocacién
de un catéter intratecal. Se hizo una incisiéon en la duramadre con una aguja hipodérmica. Se inserté un catéter de
calibre 32 (ReCathCo., LLC, CS132G, niumero de lote 20422) a través de la incision dural y se alimenté rostralmente
para que se posicionara inmediatamente caudal a la laminectomia T9/T10. El catéter se aseguré al hueso y al
musculo con pegamento de cianoacrilato y suturas. Las paletas de un férceps modificado articulado por
deslizamiento (4 mm de anchura x 0,5 mm de espesor) se insertaron en el canal espinal entre los aspectos laterales
de la médula espinal y las vértebras en la laminectomia rostral. Se indujo una SCI comprimiendo la médula espinal
entre las paletas del férceps durante un periodo de 15 segundos. El grado de gravedad de la lesién se indujo usando
un férceps que comprime la médula espinal hasta una distancia de 0,3 mm (lesién moderada). La duramadre sobre
la lesion permanecio intacta. Los férceps se separaron vy el sitio de la lesién se lavo con disolucion salina. Las capas
musculares superpuestas se suturaron conjuntamente y la herida de la piel se cerré con grapas. Después de la
operacion, a los animales se les dio un bolo inmediato de 5 mL de disolucién salina de Ringer lactada seguido por
una segunda administracion de 5 mL de disolucion salina de Ringer lactada después de unas pocas horas.

Inmediatamente después de la cirugia y uno de cada dos dias, los animales fueron anestesiados con isoflurano y se
inyectaron en el catéter intratecal el agente experimental (condroitinasa ABC 1) o el testigo (Penicilinasa) como se
describe a continuacion. El volumen inyectado fue 3 microlitros, seguido por un lavado con 4 microlitros de fluido
cerebroespinal artificial (aCSF).

Regimenes de tratamiento:

1. Chase ABC | - Condroitinasa ABC | (Seikagaku) 0,06 U/dosis, i.t. en 3 microlitros de aCSF.

2. Penicilinasa — Penicilinasa (Sigma), 3 microlitros, i.t. a razon de 228 microgramos por mililitro.
Andlisis de los resultados:

Las vejigas urinarias se exprimieron manualmente al menos dos veces por dia y se registraron los voliumenes
urinarios. Los volumenes urinarios fueron en todos los grupos aproximadamente 2,7 mililitros durante los primeros 4
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dias tras la lesion. Los volumenes urinarios en el grupo tratado con penicilinasa alcanzaron volimenes maximos de
11 mililitros retornando a entre 6 y 8 mililitros por dia en aproximadamente 3 semanas después de la lesién. Los
volumenes urinarios en el grupo tratado con condroitinasa alcanzaron volimenes diarios maximos de 6 mililitros
retornando a aproximadamente 2 mililitros en 3 semanas. Véase la figura 1 para una representacion grafica de los
volumenes urinarios medios residuales del grupo con lesién moderada en ratas tratadas con condroitinasa y
penicilinasa. Este sistema esta bien aceptado en el campo para la evaluacidon de la recuperacion de la funcion
autondémica tras una lesion de la médula espinal en rata.

Estos resultados demuestran el uso potencial de una enzima tipo condroitinasa para la recuperacion de la funcion
autondmica tras una lesion de la médula espinal. EI modelo de lesion de la médula espinal y el sistema de analisis
conductual estan bien aceptados en el campo y se cree que son los mas relevantes para la mayoria de las lesiones
de la médula espinal en el ser humano.

Ejemplo 2
Formulaciones de condroitinasa de liberacién sostenida

El desarrollo de una tecnologia de suministro de la enzima condroitinasa mediante liberacién sostenida permite que
la condroitinasa se administre en cualquier momento tras una SCI, durante una duracién dada. Un sistema ideal de
liberacion sostenida de la condroitinasa es uno que no sélo permite una liberaciéon prolongada del ingrediente activo,
sino uno que es practico para usar en el contexto de una SCl. Como minimo, los criterios de disefio incluyen la
biocompatibilidad del dispositivo en el CNS, la retencién de la actividad catalitica de la condroitinasa y una cinética
apropiada de liberaciéon de la condroitinasa. Preferiblemente, el sistema esta en forma de una pelicula fina que se
aplica al sitio de la SCI o en forma de un sistema de polimerizacion que se aplica al sitio, polimeriza en contacto con
la médula espinal y luego permanece en el lugar a lo largo del curso del periodo de tratamiento. El sistema es
flexible para que la introduccién en la SCI no conduzca a un trauma adicional en forma de compresion.

Durante los ultimos afios los avances en los sistemas biodegradables de liberacién de farmacos han dado lugar a
una variedad de candidatos con matrices viables. La seleccién del sistema ideal depende de una evaluacion
bioquimica y practica. En general, estos sistemas capturan el agente activo en una matriz que se mantiene junta en
una fase uniforme por medio de la formacion de reticulaciones covalentes, una matriz cristalina, una emulsion o una
transicion de fase. El material de la matriz es un sistema bioldgico o un polimero sintético. Ejemplos de los sistemas
candidatos incluyen matrices biolégicas como pegamento de fibrina, colageno y alginato y ejemplos de matrices
sintéticas incluyen poli(acido lactico/acido glicélico), pluronic y etileno vinil acetato. Se ha de entender que las
formulaciones de liberacién sostenida de la presente memoria no son sélo adecuadas para usar en el tratamiento de
las lesiones del CNS por contusiones sino que también son adecuadas para usar en el tratamiento de otras lesiones
y trastornos del CNS.

Las enzimas Chase recombinantes desarrolladas pueden cargarse en una variedad de matrices SR, que incluyen,
pero no se limitan a, pegamento de fibrina, colageno, alginato, poli(acido lactico/acido glicélico), pluronic y etileno
vinil acetato. Pueden usarse polimeros tanto naturales como sintéticos. Los polimeros sintéticos tienen la ventaja de
una formulacién precisa y propiedades de liberacion predecibles, mientras que las preparaciones con polimeros
naturales pueden tener una mayor biocompatibilidad. Cada tipo de sistema basado en polimeros tiene propiedades
Unicas y los métodos para generar peliculas o geles impregnados con Chase para cada tipo se describen a
continuacién.

Geles de colageno: el colageno ha sido usado como biomaterial en dispositivos médicos durante décadas debido a
su facilidad de preparacion y su biocompatibilidad. El colageno se encuentra en dispositivos médicos aprobados
tales como hemostatos, geles para aumentar los tejidos, sustitutos de los huesos para injertos, sellantes y una
variedad de productos para la curacion de las heridas. El colageno usado con fines biomédicos es tipicamente
colageno fibrilar tipo | aislado de tendones de bovino. Se puede conformar en una variedad de formas que incluyen
geles, peliculas y fibras. Los geles de colageno pueden formarse a partir de colageno tipo | de roedores. Los
métodos de formacion de geles de colageno han sido usados rutinariamente durante muchos afios. El colageno en
un acido diluido se combina con una disolucién de Chase en un tampon a pH fisiolégico. Cuando se neutraliza y se
calienta, las fibrillas de colageno tipo | coalescen en conjuntos desordenados para crear un gel. La densidad de
reticulacion de los geles resultantes puede controlarse variando la concentracion de colageno.

Pegamento de fibrina: el pegamento de fibrina es un producto derivado de la sangre que ha sido usado clinicamente
en Europa durante muchos afios como hemostato o sellante. El pegamento de fibrina consiste en dos componentes
que se combinan para formar un gel. El primer constituyente es fibrindgeno el cual es la proteina principal implicada
en la coagulacion. El fibrinbgeno se combina con la trombina para recapitular la etapa final de la cascada de la
coagulacién. La trombina es una serina proteasa que actia sobre el fibrindgeno para exponer sus terminales
reactivos que impulsan la polimerizaciéon del fibrinégeno para dar una red fibrosa llamada fibrina. Chase puede
combinarse con una disolucién de fibrinégeno y a continuacion polimerizarse mediante la adicién de trombina.
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Alginato: el alginato es un carbohidrato de gran peso molecular aislado de algas marinas. En su mayor parte se usa
con frecuencia como aditivo en alimentos y cosméticos. Su seguridad y biocompatibilidad han dado lugar a su uso
en productos para la curacion de las heridas. También se usa en preparaciones experimentales para la
microencapsulacion de células o isletas pancreaticas. El alginato es particularmente versatil porque puede formarse
en una variedad de formas y se conforma via reticulacion iénica con cationes divalentes tales como el calcio. La
densidad de reticulacion puede controlarse pro la concentracion de calcio y alginato y los geles resultantes son
estables durante largos periodos de tiempo in vivo. Puede usarse una disolucion de Chase y alginato para formar
peliculas tras la adicion de calcio.

PLA/PLG: los polimeros o copolimeros de poli(acido lactico) y poli(acido glicélico) son poliésteres hidroliticamente
inestables usados en suturas y otros dispositivos médicos biodegradables implantables. PLA/PLG también han sido
usados para crear microcapsulas para la administracion de farmacos. Hay varios métodos disponibles para crear
sistemas de liberacién sostenida con estos polimeros. Por ejemplo, puede usarse un sistema de intercambio de
disolventes en el que los polimeros de PSA/PLG estan disueltos en N-metil-pirrolidona.

Pluronic: Los Pluronics son polimeros hidréfilos que experimentan una transicion de fase reversible. Las disoluciones
de Pluronic son liquidos viscosos a bajas temperaturas y luego experimentan una transicion de fase liquida a sélida
cuando se desplazan a temperaturas mas calientes. Los Pluronics han sido usados en una variedad de aplicaciones
biomédicas en las que es deseable inyectar o pulverizar un liquido en un tejido y que luego el liquido solidifique para
dar una pelicula. Los Pluronics pueden disolverse en los tampones acuosos que contengan Chase. Pueden crearse
peliculas moldeando geles en placas de cultivo de tejidos que se calientan en un incubador para promover la
transicion de fases inversa y la formacion de la pelicula.

Etileno vinil acetato: el etileno vinil acetato (EVA) es representativo de polimeros usados para fabricar implantes
biocompatibles no degradables. EVA es soluble en ciertos disolventes organicos tales como cloruro de metileno.
Puede anadirse Chase en un tampén acuoso ala disolucién de EVA con agitacién para crear una emulsion. El
disolvente organico puede evaporarse a continuacién de la disolucion lo cual impulsa la formaciéon de una matriz
semicristalina de polimero impregnada con Chase. Este método puede usarse para fabricar una gama de
densidades de reticulacion.

Ejemplo 3
Formulaciones de condroitinasa ABCTipol de liberacion sostenida

En un estudio, la condroitinasa ABCTipol se formuld en tres matrices de liberacion sostenida: Duraseal™ | (disponible
en Confluent Surgical), Duraseal™ Il (disponible en Confluent Surgical) y Spray Gel. Duraseal™ es un hidrogel
magnificado. Spay Gel es una espuma de gel basada en colageno. La liberacion se monitorizé midiendo la liberacion
de condroitinasa de las matrices con el tiempo. Los resultados se ilustran en la figura 2. Los resultados demuestran
que la condroitinasa se libera de una matriz de liberacién sostenida con el tiempo y puede formularse en una
formulacion de liberacién sostenida.

Ejemplo 4

La condroitinasa ABCTipol mejora la funcién neurolégica tras una lesion por contusion de la médula espinal en
roedores

Se completd un estudio del tratamiento con condroitinasa ABCTipol de una lesién por contusién en ratas en el centro
de modelos animales Acorda. Los animales (n = 30) se sometieron a un modelo establecido de SCI (Gruner et al.,
1996). Comenzando inmediatamente tras la SCI, diez animales se trataron con condroitinasa ABC 1 (Seikagaku;
numero de catalogo 100332, numero de lote E02201) intratecalmente (i.t.) con 0,06 unidades por rata por dosis en
fluido cerebroespinal artificial, cada dia durante una semana y luego en dias alternos durante una semana. Otros
diez animales recibieron proteina enzimatica (penicilinasa — Sigma; numero de catalogo P4524) y otros diez
animales recibieron un vehiculo como testigo (fluido cerebroespinal artificial — Harvard Apparatus; numero de
catalogo 59-7316). Los animales fueron evaluados mediante el ensayo conductual de campo abierto durante un
periodo de 12 a 16 semanas.

A los animales se les indujo, y se les mantuvo en él, un estado de anestesia quirtrgica con isoflurano al 1,5%
portado en una mezcla de aire calidad médica (oxigeno 95%, CO, 5%). Antes de la operacion se dio una dosis inicial
de Baytril (25 mg/kg). Durante la cirugia, los animales fueron colocados en una almohadilla calefactora para ayudar a
mantener la temperatura corporal, y se monitorizaron el pulso, SpOz2 y la temperatura de los animales. Se realiz6 una
laminectomia de las vértebras espinales T9 y T10. Se hizo una laminectomia parcial en la articulacion T13/L1 para la
colocacion de un catéter intratecal. Se hizo una incisiéon en la duramadre con una aguja hipodérmica. Se inserté un
catéter (Harvard Apparatus) a través de la incision dural y se alimentd rostralmente para que se posicionara
inmediatamente caudal a la laminectomia T9/T10. El catéter se aseguré al hueso y al mdsculo con pegamento de
cianoacrilato y suturas. Las paletas de un férceps modificado articulado por deslizamiento (4 mm de anchura x 0,5
mm de espesor) se insertaron en el canal espinal entre los aspectos laterales de la médula espinal y las vértebras en
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la laminectomia rostral. Se indujo una SCI comprimiendo la médula espinal entre las paletas del férceps durante un
periodo de 15 segundos. Los férceps se disefiaron para comprimir la médula espinal hasta una distancia de 0,9 mm.
Los forceps se separaron y el sitio de la lesion se lavé con disolucion salina. Las capas musculares superpuestas se
suturaron conjuntamente y la herida de la piel se cerré con grapas. Después de la operacioén, a los animales se les
dio un bolo inmediato de 5 mL de disolucion salina de Ringer lactada seguido por una segunda administracion de 5
mL de disolucion salina de Ringer lactada después de unas pocas horas.

Inmediatamente después de la cirugia y luego cada dia durante 1 semana y después en dias alternos durante una
semana, los animales fueron anestesiados con isoflurano y se inyectaron en el catéter intratecal el agente
experimental o el testigo ((condroitinasa ABC I, penicilinasa o aCSF) como se describe a continuacién. El volumen
inyectado fue 6 microlitros, seguido por un lavado con 6 microlitros de fluido cerebroespinal artificial.

Regimenes de tratamiento:
1. Chase ABC | - Condroitinasa ABC | (Seikagaku) 0,06 U/dosis, i.t. en 6 microlitros de aCSF.
2. Penicilinasa — Penicilinasa (Sigma), 6 microlitros, i.t. a razén de 124 microgramos por mililitro.
3. aCSF - Fluido cerebroespinal artificial (Harvard Apparatus), 6 microlitros, i.t.

Analisis conductual:

A las 48 horas y luego semanalmente después de la lesiéon se observé y se puntud la actividad locomotora en campo
abierto segun el sistema de puntuacion de Basso, Beattie y Bresnahan (BBB) (Basso et al., 1995). Este sistema esta
bien aceptado en el campo para la evaluacion de la recuperacion de la funciéon locomotora tras una lesion de la
médula espinal en ratas.

Resultados: hubo una tasa de mortalidad de 40% uniformemente distribuida a lo largo de todos los grupos de
tratamiento que fue debida a la caracterizacién y a sucesos adversos asociados con la gravedad de la lesion. Los
animales que fueron tratados con penicilinasa o con aCSF recuperaron la funcién con una puntuaciéon BBB promedio
de aproximadamente 4 (n = 11). Los animales que fueron tratados con condroitinasa ABC | (n = 7) recuperaron la
funcién con una puntuacién BBB promedio de aproximadamente 8. EIl grupo tratado con condroitinasa ABC | fue
significativamente diferente de ambos grupos segun un analisis ANOVA y post-hoc de Tukey (p < 0,01). Véase la
figura 3 que ilustra las puntuaciones BBB de ratas tras una lesion contusiva en la médula espinal con administracion
de aCSF, penicilinasa o condroitinasa ABC I.

Estos resultados demuestran el uso potencial de una enzima tipo condroitinasa para el tratamiento de una lesion
contusiva en la médula espinal. El modelo de lesion de la médula espinal y el sistema de andlisis conductual estan
bien aceptados en el campo y se cree que son los mas relevantes para la mayoria de las lesiones de la médula
espinal en el ser humano. Estos resultados no podrian haber sido anticipados por los resultados publicados de
condroitinasa in vitro o por los resultados de modelos de lesién por transeccion de la médula espinal.

Ejemplo 5

La condroitinasa ABCTipol mejora la funciéon neuroldgica tras una lesion por contusion de la médula espinal en
roedores

Se completd un estudio de tratamiento con condroitinasa ABCTipol de una lesién por contusion en ratas en el centro
de modelos animales Acorda. Los animales (n = 38) se sometieron a un modelo establecido de SCI (Gruner et al.,
1996). Comenzando inmediatamente tras la SCI, 19 animales se trataron con condroitinasa ABC | (Seikagaku;
numero de catalogo 100332, numero de lote E02201) intratecalmente (i.t.) con 0,06 unidades por rata por dosis en
fluido cerebroespinal artificial, una dia si y otro no durante dos semanas. Los otros 19 animales se trataron con
proteina enzimatica (penicilinasa — Sigma; niumero de catalogo P4524) en un vehiculo. Los animales fueron
evaluados mediante el ensayo conductual de campo abierto durante un periodo de 10 semanas.

A los animales se les indujo, y se les mantuvo en él, un estado de anestesia quirdrgica con isoflurano al 1,5%
portado en una mezcla de aire calidad médica (oxigeno 95%, CO, 5%). Antes de la operacion se dio una dosis inicial
de cefazolina (50 mg/kg, s.c.). Durante la cirugia, los animales fueron colocados en una almohadilla calefactora para
mantener la temperatura corporal, y se monitorizaron el pulso, SpO2 y la temperatura. Se realiz6 una laminectomia
de las vértebras espinales T9 y T10. Se hizo una laminectomia parcial en la articulacién T13/L1 para la colocacién
de un catéter intratecal. Se hizo una incisién en la duramadre con una aguja hipodérmica. Se inserté un catéter de
calibre 32 (ReCathCo., LLC, CS132G, numero de lote 20422) a través de la incision dural y se alimenté rostralmente
para que se posicionara inmediatamente caudal a la laminectomia T9/T10. El catéter se aseguré al hueso y al
musculo con pegamento de cianoacrilato y suturas. Las paletas de un férceps modificado articulado por
deslizamiento (4 mm de anchura x 0,5 mm de espesor) se insertaron en el canal espinal entre los aspectos laterales
de la médula espinal y las vértebras en la laminectomia rostral. Se indujo una SCI comprimiendo la médula espinal
entre las paletas del férceps durante un periodo de 15 segundos. El grado de gravedad de la lesién se indujo usando
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un férceps que comprime la médula espinal hasta una distancia de 0,9 mm (lesion moderada). La duramadre sobre
la lesion permanecié intacta. Los forceps se separaron vy el sitio de la lesidn se lavd con disolucién salina. Las capas
musculares superpuestas se suturaron conjuntamente y la herida de la piel se cerré con grapas. Después de la
operacion, a los animales se les dio un bolo inmediato de 5 mL de disolucién salina de Ringer lactada seguido por
una segunda administracion de 5 mL de disolucién salina de Ringer lactada después de unas pocas horas.

Inmediatamente después de la cirugia y luego uno de cada dos dias durante 2 semanas, los animales fueron
anestesiados con isoflurano y se inyectaron en el catéter intratecal el agente experimental (condroitinasa ABC I) o el
testigo (Penicilinasa) como se describe a continuacion. El volumen inyectado fue 3 microlitros, seguido por un lavado
con 4 microlitros de fluido cerebroespinal artificial.

Regimenes de tratamiento:
1. Chase ABC | - Condroitinasa ABC | (Seikagaku) 0,06 U/dosis, i.t. en 3 microlitros de aCSF.
2. Penicilinasa — Penicilinasa (Sigma), 3 microlitros, i.t. a razén de 228 microgramos por mililitro.

Analisis conductual: a las 48 horas y luego semanalmente después de la lesion se observo y se puntué la actividad
locomotora en campo abierto segun el sistema de puntuacién de Basso, Beattie y Bresnahan (BBB) (Basso et al.,
1995). Este sistema esta bien aceptado en el campo para la evaluacion de la recuperacion de la funcion locomotora
tras una lesion de la médula espinal en ratas.

Resultados: se enrolaron 37 animales, 19 por grupo de tratamiento en la lesién de 0,9 mm con férceps. La muerte de
animales fue aproximadamente igual entre todos los grupos de tratamiento. De los animales que murieron, mas que
el 190% tuvieron infecciones en el tracto urinario. Un animal con lesiéon de 0,9 mm con férceps tratado con
penicilinasa se separ6 de las puntuaciones ya que no se recuperé por encima de un BBB de 3 o fue
extremadamente erratico. 4 animales adicionales (2 tratados con penicilinasa y 2 con condroitinasa) se separaron
debido a temblores y disquinesias. La separacién de estos animales dio lugar a un numero de animales en cada
grupo de 0,9 mm de 12.

Forceps de 0,9 mm (lesion moderada). Los animales que fueron tratados con penicilinasa como testigo recuperaron
la funcién hasta una puntuacion BBB de 7,1 + 0,36 (media £ SEM) (n = 12= a las diez semanas tras la operacion.
Las puntuaciones BBB media de los animales tratados con condroitinasa ABC | (n = 12) fueron significativamente
mayores a las 10 semanas con una puntuacion media de 0,1 + 0,64 (p < 0,01). Las puntuaciones de cada grupo
después de alcanzar la mesera a las 4 semanas fueron también significativamente diferentes por ANOVA (p <
0,001). Véase la figura 4 que ilustra las puntuaciones BBB de los animales tratados con condroitinasa y con testigo
tras una SCI contusiva moderada.

Se ha mostrado que la condroitinasa mejora la funcidén y promueve la regeneraciéon en la hemiseccion dorsal en un
modelo de DCI de grave compresiéon con forceps. El presente estudio confirma el resultado del estudio de
compresion con forceps asi como demuestra que la condroitinasa es efectiva para mejorar la funcion locomotora
hasta niveles de lesion mas moderados. El estudio de lesion moderada mostré una mejora significativa en la
actividad locomotora en campo abierto con el tratamiento con condroitinasa.

Ejemplo 6
Distribucion y toxicidad aguda de condroitinasa ABCTipol

Ratas Long Evans hembra de Charles River Laboratories, que pesaban aproximadamente 210 gramos se enjaularon
en el centro de cuidado de animales Acorda durante 5 dias antes de la inyecciéon para asegurar su salud y la
estabilidad de su peso. Las ratas se anestesiaron con isoflurano y se les inyecté i.v. condroitinasa ABC | de Acorda
(ABC | lote 3) via las venas de la cola. A los animales se les inyecté 0, 0,2, 0,775 6 7,775 mg/kg con disoluciones
que contenian 0, 0,2, 0,775y 7,775 mg/mL, respectivamente, en una disolucion salina equilibrada de Hank como se
muestra en la tabla 1.

Animal | mg/kg | Peso | Dosis | Volumen | Supervivencia | Fecha del sacrificio
2 0 242 0 0,25 24 Miércoles 3/9/2003
9 0 243 0 0,25 24 Miércoles 3/9/2003
10 0 238 0 0,25 24 Miércoles 3/9/2003
12 0 252 0 0,25 7D Martes 9/9/2003
14 0 247 0 0,25 7D Martes 9/9/2003
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18 0 244 0 0,25 7D Martes 9/9/2003
5 0,2 237 | 0,0474 | 0,275581 24 Miércoles 3/9/2003
8 0,2 225 0,045 | 0,261628 24 Miércoles 3/9/2003
11 0,2 237 | 0,0474 | 0,275581 24 Miércoles 3/9/2003
13 0,2 235 0,047 | 0,273256 7D Martes 9/9/2003
16 0,2 237 | 0,0474 | 0,275581 7D Martes 9/9/2003
19 0,2 237 | 0,0474 | 0,275581 7D Martes 9/9/2003
3 0,75 221 | 0,16575 0,221 24 Miércoles 3/9/2003
4 0,75 223 | 0,16575 0,223 24 Miércoles 3/9/2003
17 0,75 225 | 0,16875 0,225 24 Miércoles 3/9/2003
20 0,75 223 | 0,16825 0,223 7D Martes 9/9/2003
21 0,75 225 | 0,16875 0,225 7D Martes 9/9/2003
24 0,75 225 | 0,16875 0,225 7D Martes 9/9/2003
11 7,75 219 | 1,69725 0,219 24 Miércoles 3/9/2003
6 7,75 218 | 1,6895 0,218 24 Miércoles 3/9/2003
7 7,75 203 | 1,57325 0,203 24 Miércoles 3/9/2003
15 7,75 212 1,643 0,212 7D Martes 9/9/2003
22 7,75 216 1,674 0,216 7D Martes 9/9/2003
23 7,75 218 | 1,6895 0,218 7D Martes 9/9/2003

Los animales fueron devueltos a sus jaulas y se monitorizaron respecto al dolor y a la angustia. Los pesos de
tomaron diariamente.

La mitad de los animales fueron sacrificados a las 24 horas después de la inyeccion. El cerebro, la médula espinal,
el corazon, el higado, los rifiones y la sangre se separaron y se congelaron rapidamente en isopentano a -40°C para
la evaluacién de la distribucion enzimatica y para histopatologia. Los animales restantes se observaron durante 7
dias y luego se sacrificaron y procesaron como con el grupo que sobrevivio 24 horas.

Los tejidos se bloquearon y crioseccionaron en porciones de 20 pum de espesor. Las secciones se lavaron
brevemente en disolucion salina tamponada con fosfatos 0,1 M (PBS) y luego se fijaron durante 10 minutos en una
disolucion fijadora de etanol, formalina y acido acético (66, 4 y 5% en volumen, respectivamente). Los tejidos se
lavaron y bloquearon en una disolucion de suero normal al 10% (que contenia suero de rata normal al 2% y suero de
burro normal al 8%) en PBS 0,1 M pH 7,4. Las secciones se incubaron durante toda la noche en un anticuerpo anti-
condroitinasa ABC | (n° 8429). El tejido se evalué por inmunohistoquimica y manchas western de homogeneizados
de tejido con un anticuerpo anti-condroitinasa y uno que reconocia a los condroitina sulfato proteoglicanos digeridos.

Resultados: no se observé ninguna reaccion evidente durante o inmediatamente después de la inyeccion. No se
advirtié hinchamiento, inflamacién, moretones o necrosis en el sitio de la inyeccién. No se advirtié ninguna alteracion
en la alimentacion, aseo o vocalizaciones. Los animales fueron evaluados respecto a su comportamiento motor en
una piscina abierta. Los cuidadores de los animales o los especialistas de la conducta no advirtieron ninguna
anormalidad. Los animales mostraron signos de sensibilidad o hinchamiento de las articulaciones.

Los animales se pesaron cada dia antes y después de las inyecciones. Los cambios medios de peso corporal se
ilustran en la figura 5. No hubo diferencias significativas en el cambio de peso entre los grupos de tratamiento. Todos
los grupos perdieron entre 0 y 6,667 gramos en las 24 horas siguientes a la inyeccion. El grupo testigo con vehiculo
perdio peso a las 24 horas. Todos los grupos de tratamiento ganaron peso en cada dia sucesivo.
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Ejemplo 7
Toxicidad intratecal con una Unica dosis de condroitinasa ABCTipol

Se colocaron catéteres intratecales en 16 ratas hembra normales no lesionadas en aproximadamente la articulacién
vertebral T13/L1 para administrar condroitinasa. Los catéteres se introdujeron rostralmente para que descansaran en
el nivel T9/T10 para simular los estudios previos con condroitinasa. Veinticuatro horas después de la colocacién de
los catéteres intratecales, se administré a los animales 0, 0,06, 0,6 6 6 unidades de condroitinasa ABC | de Acorda
(100 unidades/miligramo) en 20 microlitros de fluido cerebroespinal artificial en un periodo de 20 minutos. Estas
dosis se escogieron de 0, 1, 10 y 100 veces la dosis usada en los ejemplos 1, 4 y 5. Se observo a los animales
durante 24 horas 6 7 dias y se siguieron sus pesos y temperaturas.

No se vio ninguna reaccion evidente en ninguna rata. Como se ilustra en las figuras 6 y 7, no se advirtié ninguna
diferencia significativa en el peso o la temperatura entre los grupos, respectivamente. La condroitinasa parece
segura en dosis intratecales (I.T.) tnicas de hasta 100 veces las dosis usadas en los estudios previos.

Ejemplo 8
Estudio de toxicidad intratecal con dosis repetidas y crecientes de condroitinasa ABCTipol

Se colocaron catéteres intratecales en cinco ratas hembra adultas Long Evans. Las ratas fueron anestesiadas, los
musculos se separaron de las vértebras y se realizé una pequefia laminectomia en aproximadamente la articulacion
T13/L1. Se colocaron catéteres intratecales de 1,4 mm de longitud para que sus puntas finalizaran en el nivel
T9/T10. Las ratas fueron anestesiadas con isoflurano y se les administré vehiculo (aCSF), y dosis repetidas o
crecientes de condroitinasa ABC |. Las dosis repetidas fueron 0,6 unidades 6 10 veces la dosis eficaz de los estudios
previos. Las dosis crecientes fueron: 0,6, 1,2, 2,4, 4,8, 9,6 y 19,2 unidades. Se monitorizaron los cambios de peso y
de temperatura, la toxicidad evidente y los cambios conductuales de las ratas.

Las ratas tratadas con dosis repetidas o crecientes de condroitinasa ABC | ganaron ligeramente mas peso que las
tratadas con vehiculo. Los efectos adversos estuvieron uniformemente distribuidos entre las ratas tratadas con
vehiculo, dosis repetidas y dosis crecientes. Los sucesos adversos incluyeron letargia y caida de la cola y
usualmente ocurrieron en el dia de la anestesia o administracion. En la figura 8 se muestra un grafico de dispersion
del cambio de peso y en la figura 9 se muestra el cambio de temperatura durante el régimen de dosificacion. En
ambas figuras, dos pesos diarios se representan con relacion a la primera dosis. La cadencia de dosis esta indicada
con las flechas.

Ejemplo 9
La condroitinasa mejora la funcién neuroldgica en una lesion crénica por contusion de la médula espinal

Los individuos que tienen lesiones en el CNS recuperan cierto grado de funcién neuroldgica y entonces entran en
una fase cronica de la lesion en la que se produce una mejora limitada. Con la excepcion de los ejemplos de la
presente memoria descriptiva, todos los estudios hasta la fecha con condroitinasa han sido realizados en animales
inmediatamente después de lesiones de transeccion de la médula espinal. En el ejemplo, la condroitinasa ABCTipol,
la condroitinasa ABCTipoll, la condroitinasa AC y la condroitinasa B o enzimas de mamiferos con actividad semejante
a las condroitinasas tales como Hyal 1, Hyal 2, Hyal 3 y Hyal 4 se usan para tratar animales en la fase cronica de la
lesion tras una lesion por contusion del CNS. En este ejemplo, las ratas se sometieron a una lesién por contusion de
la médula espinal y se dejé que se recuperaran durante al menos semanas. En esta etapa, todos los animales han
alcanzado un valor meseta respecto a la locomociéon en campo abierto como se evalué mediante el método de
puntuacién BBB descrito en el ejemplo 1. Los animales se trataron con condroitinasa ABCTipol, condroitinasa
ABCTipoll, condroitinasa AC y condroitinasa B o enzimas de mamiferos con actividad semejante a las condroitinasas
tales como Hyal 1, Hyal 2, Hyal 3 y Hyal 4.

Ejemplo 10
Clonacion de condroitinasa AC en Flavobacterium heparinum

Se hizo crecer Flavobacterium heparinium (ATCC) en LB (cultivo de Luria) a 25°C durante 4 dias. Las bacterias se
decantaron por centrifugacion y el DNA gendmico se aislé mediante el kit DNeasy Tissue (Qiagen). Se sintetizaron
cebadores de PRC con un sitio de restriccion Ndel en el extremo 5 y un sitio BamH1 en el extremo 3" que tenian
secuencias 5-CATATGCAGCAGACCGGTACTGCA-3’ y 5-GGATTCTCAGTGCTCTTTATTTCT-3’,
respectivamente, para sintetizar la proteina madura. Se us6 un microgramo de DNA gendmico en una reaccion PCR
de 50 puL que contenia 10 mM de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP y dGTP), 50 pmoles de cada uno de los
cebadores hacia adelante y reverso, 1 mM de MgSOs4, y 5 unidades de DNA polimerasa Tfl (Promega). La reaccién
PCR de arranque en caliente se inici6 por desnaturalizaciéon a 95°C durante 2 min seguido por otro ciclo de
desnaturalizacion a 94°C durante 30 s, recocido y extension a 58°C durante 8 min durante 30 ciclos. La extensién
final se llevd a cabo a 72°C durante 8 min antes de enfriar a 4°C. El producto PCR de 2,0 kb se ligd en el vector pCR
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2.1 (kit de clonacion TOPO, Invitrogen) y se transformé en células competentes OneShot (Invitrogen). EI DNA
plasmido se aislé de varios clones explorados por digestién con la enzima de restriccion EcoR1 y se seleccionaron
los clones positivos que tenian el inserto de 2,0 kb. La integridad del gen se confirma por secuenciacion del DNA y
muestra una identidad del 100% con la secuencia publicada (n° de acceso al Genbank U27583). La secuencia de
nucledtidos de la condroitinasa AC es SEQ ID No. 1.

Ejemplo 11
Clonacion de condroitinasa B en Flavobacterium heparinum

La condroitinasa B se clond por el mismo método que en el ejemplo 2 usando cebadores con un sitio de restriccion
Ndel en el extremo 5 'y un sito BamH1 en el extremo 3° que tenian secuencias 5'-
CATATGCAGGTTGTTGCTTCAAAT -3° y 5-GGATCCTCAGTGCTCTTTATTTCT-3", respectivamente, para
sintetizar la proteina madura. Se us6 un microgramo de DNA gendmico en una reaccién PCR de 50 uL que contenia
10 mM de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP y dGTP), 50 pmoles de cada uno de los cebadores hacia adelante y
reverso, 1 mM de MgSO4, y 5 unidades de DNA polimerasa Tfl (Promega). La reaccion PCR de arranque en caliente
se inici6 por desnaturalizacion a 95°C durante 2 min seguido por un segundo ciclo de desnaturalizacion a 94°C
durante 30 s, recocido y extension a 58°C durante 8 min durante 30 ciclos. La extension final se llevé a cabo a 72°C
durante 8 min antes de enfriar a 4°C. El producto PCR de 1,6 kb se ligd en el vector pCR 2.1 (kit de clonacién TOPO,
Invitrogen) y se transformé en células competentes OneShot (Invitrogen). EI DNA plasmido se aisl6 de varios clones
explorados por digestion con la enzima de restriccion EcoR1 y se seleccionaron los clones positivos que tenian el
inserto de 1,6 kb. La integridad del gen se confirma por secuenciacion del DNA y muestra una identidad del 100%
con la secuencia publicada (n° de acceso al Genbank U27584). La secuencia de nucleétidos de la condroitinasa B
es SEQ ID No. 2.

Ejemplo 12
Clonacion de condroitinasa ABCrTipol

Se aisl6 DNA gendmico de Proteus vulgaris usando el kit DNeasy Tissue (Qiagen). Se sintetizaron cebadores de
PCR con un sitio de restriccion Ndel en el extremo 5" y un sitio BamH1 en el extremo 3" que tenian secuencias 5'-
CAT ATG GCC ACC AGC AAT CCT GCA TTT G-3" (F2) y 5-GGA TCC TCA AGG GAG TGG CGA GAG-3" (R),
respectivamente, para sintetizar la proteina madura (2). Los productos PCR de 3,0 kb se ligaron en un vector pCR
2.1 (kit de clonacién TOPO, Invitrogen) y se transformaron en células competentes DH5a (Invitrogen). EI DNA
plasmido se aislé de varios clones explorados por digestién con la enzima de restriccion EcoR1. La integridad del
gen se confirma por secuenciacion repetida del DNA y muestra una identidad del 99,7% y 99,5% en la secuencia. La
secuencia de nucledtidos de condroitinasa ABC | es SEQ ID No. 3. La identidad de la secuencia al nivel de
aminoacidos es SEQ ID No. 4.

Ejemplo 13
Clonacion de condroitinasa ABCTipoll

La condroitinasa ABCTipoll ha sido clonada a partir de DNA gendmico de Proteus vulgaris. Se disefiaron cebadores
hacia delante y reversos que tenian secuencias 5-TTA CCC ACT CTG TCT CAT GAA GCT TTC3-3'y 5'-TTACTT
AAC TAA ATT AAT AAC AGT AGG-3’, respectivamente. Se aislé un producto PCR de peso molecular de 3,0 kb
después de 30 ciclos de amplificacion del DNA genémico de Proteus vulgaris. El producto PCR ha sido clonado en el
vector pCR 2.1 y se confirmé mediante digestién con enzimas de restriccion. La integridad del gen se confirmé por
secuenciacion del DNA y muestra una identidad del 99% con la secuencia publicada. La secuencia de nucleétidos
de condroitinasa ABC Il es SEQ ID No. 5.

Las discrepancias anteriores a nivel de nucleétidos dieron lugar a una identidad del 98,3% al nivel de aminoacidos.
La secuencia de amino&cidos de condroitinasa ABC Il es SEQ ID No. 6.

Ejemplo 14
Las condroitinasas AC y B causan extensién de las neuritas in vitro

Se ensayaron Chase AC y B respecto a su capacidad para promover la extension de las neuritas sobre un sustrato
CSPG inhibidor. Se extendié en motas una mezcla CSPG (0,5 mg/mL; Chemicon) sobre un plastico de cultivo de
tejido revestido con poli-L-lisina. Se afiadié Chase AC o B recombinante al la placa en medio exento de suero en
concentraciones de 0,5 6 0,1 mg/mL, respectivamente, durante 3 horas a 37°C. Se extendieron sobre las motas
neuronas cortinales de crias de rata embridnicas de 18 dias. Se tomaron fotomicrografias de contacto de fases 48
horas después de la extension en las placas y se evalud la extension de las neuritas en las células. Como se ve en
la figura 2, tanto la enzima Chase AC como la B promovieron la extension de las neuritas sobre el sustrato CSPG
cuando se comparan con testigos no tratados. La promociéon de las neuritas fue similar a las enzimas Chase
comercialmente disponibles a iguales concentraciones molares.
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Ejemplo 15
Una proteina de fusién de condroitinasa y péptido de transduccion celular TAT

La proteina de fusién TAT de la condroitinasa adecuada para usar en la presente memoria se describe en la solicitud
copendiente de patente serial de EE.UU. No (aun no asignado) presentada concurrentemente con la presente
memoria e incorporada a la misma por referencia. La proteina TAT forma el virus de inmunodeficiencia de ser
humano (HIV) y contiene un dominio de transduccién proteico (PTD) que esta implicado en la transduccion de HIV
en las células. El PTD contiene un dominio de 11 aminoacidos (péptido TAT) que es responsable de la actividad del
PTD. El péptido TAT puede estar unido a proteinas y facilitar la transduccién de las proteinas en las células. El
mecanismo de transduccion es independiente del peso molecular o de las propiedades quimicas de las proteinas
que estan unidas al péptido TAT. Por lo tanto, el péptido TAT proporciona un método para administrar cualquier
proteina en el citoplasma celular. Estudios in vivo muestran que si una proteina de fusiéon que consiste en el péptido
TAT unido a la enzima de 120 kd, beta-galactosidasa (3-Gal), se inyecta en ratones, se observa un robusto
suministro de B-Gal en una amplia variedad de células. En particular, se observé B-Gal en el CNS.

Sin el péptido TAT no se observéd B-Gal en el CNS. Asi, las proteinas de fusion del péptido TAT cruzan la barrera
sangre — cerebro y también son transducidas en las células. Normalmente, el trasporte a través de la barrera sangre
— cerebro esta restringido a ciertas pequefias moléculas hidréfobas y péptidos lipdfilos particulares de bajo peso
molecular. El trasporte de proteinas tan grandes como B-Gal no es posible sin una ruptura de la barrera sangre —
cerebro, pero el péptido TAT facilita el transporte a la vez que deja intacta la barrera sangre — cerebro.

La presente invencidon es una enzima tipo condroitinasa funcionalmente unida al péptido TAT (TAT-Chase). La
primera ventaja es que TAT-Chase cruzara la barrera sangre — cerebro y alli TAT-Chase puede usarse
sistémicamente para tratar una lesiéon de la médula espinal y trastornos relacionados del CNS. La segunda ventaja
es que TAT-Chase sera transducida en las células y a continuacion degradara los almacenes de CSPGs
intracelulares. Por lo tanto, TAT-Chase degradard CPPS tanto extra como intracelulares.

Ejemplo 16
Células encapsuladas que liberan condroitinasa

Los genes que codifican a la condroitinasa AC, la condroitinasa B, la condroitinasa ABCTipol, la condroitinasa
ABCTipoll, 0 a otros enzimas con actividad semejante a las condroitinasas tales como Hyal 1, Hyal 2, Hyal 3 y Hyal 4
se transfectan en una célula apropiada de mamifero tal como la linea CHO. Las células que expresan condroitinasa
cataliticamente activa se clonan y expanden. La linea celular que expresa la condroitinasa se encapsula usando
sistemas poliméricos tales como poliacrilonitrilo, poli(cloruro de vinilo) (PAN-PVC) que permiten la difusién de
nutrientes y gases, pero impiden la intrusion de células huésped. Cuando la capsula se implanta las lineas celulares
que producen condroitinasa sobreviven y secretan continuamente condroitinasa. Sin embargo, las células no estan
sometidas a rechazo inmune porque estan inmunoaisladas en la capsula polimérica. La ventaja de este sistema es
que en lugar de suministrar la condroitinasa a través de catéteres o bombas, la condroitinasa es continuamente
secretada. Ademas, cuando no se requiere un tratamiento mas largo, la capsula puede recuperarse al final del
intervalo de tratamiento. Se ha de entender que el sistema de la presente memoria basado en células encapsuladas
no es sélo adecuado para usar en el tratamiento de lesiones del CNS por contusiones, sino que también es
adecuado para usar en el tratamiento de otras lesiones y trastornos del CNS.

Ejemplo 17
Mutantes de supresion de condroitinasa que son biolégicamente activos

Los mutantes de supresion de condroitinasa adecuados para usar en la presente memoria se describen en la
solicitud copendiente comunmente otorgada de patente serial de EE.UU. No. (aun no asignado) presentada
concurrentemente con la presente memoria e incorporada a la misma por referencia. Las condroitinasas AC y B
producidas recombinantemente han mostrado eficacia in vitro para superar la berrera de una frontera de un sustrato
inhibidor, tal como agrecano, y dan lugar a la extension de las neuritas en neuronas corticales de ratas. Sin
embargo, con el fin de facilitar el transporte efectivo de las enzimas anteriores al sitio de la lesién se llevo a cabo un
analisis sistematico de supresion basado en las estructuras cristalinas disponibles con el fin de determinar el tamario
minimo de polipéptidos capaz de degradar CSPGs. La actividad de escision de todos estos mutantes ha sido
explorada in vitro mediante un ensayo zimografico usando agrecano como sustrato. Hasta la fecha, se encontr6 que
un polipéptido truncado de condroitinasa AC (nA50-cA275) que carecia de 50 y 275 aminoacidos desde los
terminales amino y carboxi, respectivamente, y que tenia un peso molecular de 38 kDa comparado con el de 75kDa
de la proteina de longitud completa era el tamafio minimo que retenia actividad como se prob6é mediante el ensayé
zimografico. Sin embargo, el mutante de supresion de condroitinasa B (nA120-cA120) que carecia de 120
aminodacidos desde cada uno de los terminales amino y carboxi y que tenia un peso molecular de 26 kDa comparado
con el de 52kDa de la proteina de longitud completa también ha mostrado retener actividad en el ensayd
zimografico. Las enzimas truncadas homogéneamente purificadas se caracterizaran in vitro y se ensayaran
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adicionalmente in vivo en paralelo con las moléculas de longitud completa para evaluar su potencia como agentes
terapéuticos en lesiones de la médula espinal. Se ha de entender que los mutantes de supresion de la presente
memoria son no soélo adecuados para usar en el tratamiento de lesiones del CNS por contusiones, sino que también
son adecuados para usar en el tratamiento de otras lesiones y trastornos del CNS.

Lo que se ha descrito e ilustrado en la presente memoria son realizaciones de la invencién junto con algunas de sus
variaciones. Los términos, descripciones y figuras usados en la presente memoria se establecen s6lo a modo de
ilustracién y no significa que sean limitantes. Los expertos en la técnica reconoceran que dentro de la invencion son
posibles muchas variaciones.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Acorda Therapeutics, Inc.
Gruskin, Elliott A.
Caggiano, Anthony O.
Zimber, Michael P.
Blight, Andrew R.

<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE LESIONES DEL CNS

<130> 127304.02301

<140> Aun no designado
<141> 17-05-2004

<150> 60/417.236
<151> 16-05-2003

<160> 6

<170> Patentin versién 3.2

<210>1
<211> 2037
<212> DNA

<213> Flavobacterium heparinum

<400> 1

cagcagaccg
ttgcgcaata
tggaaggatg
ctacaattgg

gataaagtgt

agccgcaact

ctgatgegtt
atgaagcggg
tacttttatc
ttgtrttatc
ctgcagcacg
ctgaaacttg
atattttcaa
tttaacgtag
aagaggttgc
atagccagga
ttctggaatg
gtgagtaagc
ttatctgatg

gtatgggaat

gtactgcaga
tggataaggt
tgccttataa
aaactattat
ttgaccagat
ggtggcacaa
acggtaaaaa
gcgaaccgga
gtgctttgtt
ccgtacagtt
gtccgcaatt
ccaattacgt
agtattaccg
aaggccgegg
tggtggcgaa
cagatagcac
gtgattatgt
ggacccgacg
gggctactaa
gggacaagat

actgattatg
ggcggaaaag
agatgatgcc
acaggcttat
ttccaaagct
tgaaattgcc
gccgettgat
gaagaaaacg
aacgtctgat
tgtacactat
acagatatcg
tagggatacc
cgacagttat
agtaagécgg
gatgatcgat
agttgcggcec
gcaacattta
cagtrgaatcc
catacaattg

tcctggeata

aagcgggtga
aacctgaata
atgaccaatt
attgaaaaag
tttaagtatt
actccgcagg
gaagcattgg
ggggccaaca
gaggctttgc
gaggaaggcc
agctacggtg
ccttatgctt
ctgaaagcta
ccagacattc
cttaagcata
ggctataaga
agacctgcct
ggcaataaag
cgcggaccag

accagccgtg

17

tgctggacct
cgctgcagec
ggttgccaaa
atagtcacta
ggtatgacag
cccttggtga
tgcataaatt
aaacagatat
tttccttcgc
tgcaatacga
ccgtatttat
taagtaccga
tccgtggaag
taaataaaaa
ctgaagaatg
ttgagcccta
attcttttaa
aaaacctgct
aatactataa

attatttaac

taaaaagcct
tgacggtagc
caaccacctg
ttatggcgac
cgacccgaaa
aatgctgatc
gaccgaaaga
cgccctgeat
cgtaaaagaa
ttattcctac
taccggggta
gaaactggct
ttatatggat
ggcagaaaaa
ggctgatgeg
tcaccatcag
tgttcgtatg
gggcaggtat
cattatgccg

cgacagacct

60
120
180
240 .
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200
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18

ttgacgaagc tttggggaga gcaggggagc aatgactttg caggaggggt gtctgatggt 1260
gtétacgggg ccagtgccta cgcattggat.tacgatagct tacaggcaaa gaaagcctgg 1320
ttcttttttg acaaagagat tgtatgtctt ggtgccogta tcaacagcaa tgcccctgaa 1380
aacattacca ctacccttaa ccagagctgg ttaaatggec cggttataag tactgcaggt 1440
aaaaccggcc ggggtaaaat aacaacgttt aaagcacagg gacagttctg gttgttgcac 1500
gatgcgattg gttattactt tcctgaaggg gccaacctta gtctgagtac ccagtcgcaa 1560
aaaggcaatt ggttccacat caacaattca cattcaaaag atgaagtttc tggtgatgta 1620
tttaagcttt ggatcaacca tggtgccagg ccagaaaatg cgcagtatgc ttatatcgtt 1680
ttgccgggaa taaacaagcc ggaagaaatt aaaaaatata atggaacgge accgaaagtc 1740
cttgccaata ccaaccagct gcaggcagtt tatcatcagc agttagatat ggtacagget 1800
atcttctata cagctggaaa attaagcgta gcgggcgtag aaattgaaac agataagcca 1860
tgtgcagtgc tgatcaagca catcaatggc aagcaggtaa tttgggctgc cgatccattg 1920
caaaaagaaa agactgcagt gttgagcatc agggatttaa aaacaggaaa aacaaatcgg 1980
gtaaaaattg attttccgca acaggaattt gcaggtgcaa cggttgaact gaaatag 2037

<210> 2

<211> 1446

<212> DNA

<213> Flavobacterium heparinum

<400> 2
caggttgttg cttcaaatga aactttatac caggttgtaa aggaggtaaa acccggtggt 60
ctggtacaga ttgccgatgg gacttataaa gatgttcagc tgattgtcag caattcagga 120
aéatctggtt tgcccatcac tattaaagcc ctgaacccgg gtaaggtttt ttttaccgga 180
gatgctaaag tagagctgag gggcgagcac ctgatactgg aaggcatctg gtttaaagac 240

. gggaacagag ctattcaggc atggaaatca catggacccg gattggtggc tatatatggt 300
agctataacc gcattaccgc atgtgtattt gattgttttg atgaagccaa ttctgcttac 360
attactactt cgcttaccga agacggaaag gtacctéaac attgccgcat agaccattgc 420
agttttaccg ataagatcac ttttgaccag gtaattaacc tgaacaatac agccagagct 480
attaaagacg gttcggtggg aggaccgggg atgtaccatc gtgttgatca crgttttttt 540
tccaatccgC aaaaaccggg taatgccgga gggggaatca ggattggcta ttaccgtaat 600
gatataggcc gttgtctggt agactctaac ctgtttatgc gtcaggattc ggaagcagag 660
atcatcacca gcaaatcgca ggaaaatgtt tattatggta atacttacct gaattgccag 720
ggcaccatga actrtcgtca cggtgatcat caggtggcca ttaacaattt ttatataggce 780
aatgaccagc gatttggéta cgggggaatg tttgtttggg gaagcaggca tgtcatagcc 840
tgtaattatt ttgagctgtc cgaaaccata aagtcgaggg ggaacgccgc attgtattta 900
aaccccggtg ctatggcttc ggagcatgct cttgctttcg atatgttgat agccaacaac 960
gctrtcatca atgtaaatgg gtatgccatc cattttaatc cattggatga gcgcagaaaa 1020



10

- gaatattgtg
aatcttttct
gcagggaaaa
aacatttcgg
gaaggaatcg
agctgggafg
gccaggettt
cactga

<210> 3

<211> 2994
<212> DNA

cagccaatag
ttaaggataa
atagctggac
ccaataggtc
ctcttgatct
aagtaaggcc

ctgcagatag

<213> Proteus vulgaris

<220>

gcttaagttc
acctratgtt
tggtaatgta
tgcctataag
. caatgcgctg
ctactggtta

ggctgcaaag

<221> caracteristica miscelanea
<222> (1086)..(1086)
<223>nesa,c,g,o0t

<400>3 _
gccaccagcea

gcacaaaata
gataaacgta
tttactttac
cgctcatcca
cttactatcg
gtaaaattag
aatcgagaga
gggcgttctt
cagggtgaaa
tctgattatc
ccacaactac
attaatgaat
aaattaaaaa
ggcagacatc
caagataaac
aatattagcc
atgtacttat

gtgacnaccc

atcctgcatt
acccattagc
gcattatggg
ataaaaaact
cccccgtttt
atttcggaga
atttcactgg
tgaccttaaa
taggtgctaa
tctatatcga
aagtaaaaac
ctgtaacacc
ttgtcggagg
gtgatttcga
tgatcactga
aactatttga
gtgcttatgt
taatgacaaa

atcactgggg

tgatcctaaa
agacttctca
aaaccaatct
gattgtcccc
ctcattttgg
aaaactcatt
ctggcgtact
tgcaaccaat
agtcgatagt
ccgtattatg
tcgcttatca
tgaaaattta
tgaaaaagag
tgctctraat
taaacaaatc
taattatgtt
gctggaaaaa
gcatttatta

atacagttct

ES 2373039 T3

gaaaccccge
tacccatttt
gccttagatg
ccggtaaaaa
atcagcaaag
aaagaaatgc

tttaaagcceg

aatctgatgc
tcagataaaa
cttttatgga
accgataaag
ctttacaatg
tcaaccagtg
gtgggagtct
acctecctctg
attcgtttta
ttttectgteg
gaacctgaaa
gcggecattg
acaaacctcg
actcacactt
attatttatc
attttaggta
gatcccacac

gatcaaggct
cgttggtggt

accagctaat
ttaaagatga
tggaaaaggg
ttaaagatat
gcattacagg
ccgggacgta

taattaaaag

agtcagaaat
actcaatact
aatggaaagg
aagcatctaa
aaaaaccgat
aggctcéggc
ctttaaataa
atggtactca
aagcgecttc
atgatgctcg
ttcaatttca
atcttattcg
cattagaaga
tagcaaatgg
aaccagagaa
attacacgac
aaaaggcgca
ttgttaaagg

atatttccac

19

gttaaaaggc
ttattttata
aatccctgtt
ccagcccata
aaagcccctt
tgctttaacg

aaataaagag

ttaccatttt
aacgrtatct
tggtagtagc
agcatgggga
tgatggttat
aggctttaaa
cgatcttgaa
agacagcatt
taatgtgagt
ctaccaatgg
caacgtaaag
ccaacgtcta
gaatatcagc
tggaacgcaa
tcttaactct
attaatgttt
actaaagcag
gagtgcttta

gttattaatg

/1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440

1446

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
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tcrgatgcac taaaagaagC gaacctacaa actcaagttt atgattcatt actgtggtat 1200
tcacgtgagt ttaaaagtag ttttgatatg aaagtaagtg ctgatagctc tgatctagat 1260
tatttcaata ccttatctcg ccaacattta gccttattac tactagagec tgatgatcaa 1320
aagcgtatca acttagttaa tactttcage cattatatca ctggegcatt aacgcaagtg 1380
ccaccgggtg gtaaagatgg tttacgccct gatggtacag catggcgaca tgaaggcaac 1440
tatccggget acrctttece agcctttaaa aatgectcte ;gcttattta tttattacgc 1500
gatacaccat tttcagtggg tgaaagtggt tggaatagcc tgaaaaaage gatggtttca 1560
gcgtggatct acagtaatcc agaagttgga ttaccgcttg caggaagaca ccctcttaac 1620
tcaccttcgt taaaatcagt cgctcaaggc tattactgge ttgccatgte tgcaaaatca 1680
tcgectgata aaacacttge atctatttat cttgcgatta gtgataaaac acaaaatgaa 1740
tcaactgcta tttttggaga aactattaca Ccagcgtctt tacctcaagg trtctatgcc 1800
tttaatggcg gtgcttttgg tattcatcgt tggcaagata aaatggtgac actgaaagct 1860
tataacacca atgtttggtc atctgaaatt tataacaaag ataaccgtta tggccgttac 1920
Caaagtcatg gtgtcgctca aatagtgagt aatggctcge agetttcaca gggctatcag 1980
caagaaggtt gggattggaa tagaatgcca ggggcaacca ctatccacct tcctcttaaa 2040
gacttagaca gtcctaaacc tcatacctta atgcaacgtg gagagcgtgg atttagcgga 2100
acatcatccc ttgaaggtca atatggcatg atggcatrtcg atctrattta tcccgccaat 2160
cttgagcgtt ttgatcctaa tttcactgcg aaaaagagtg tattagccge tgataatcac 42220
ttaattttta ttggtagcaa tataaatagt agtgataaaa ataaaaatgt tgaaacgacc 2280
ttattccaac atgccattac tccaacatta aatacccttt ggattaatgg acaaaagata 2346
gaaaacatgc cttatcaaac aacacttcaa caaggtgatt ggttaattga tagcaatggc 2400
aatggttact taattactca agcagaaaaa gtaaatgtaa gtcgccaaca tcaggtttca 2460
gcggaaaata aaaatcgcca accgacagaa ggaaacttta getcggeatg gatcgatcac 2520
agcactcgec ccaaagatgc cagttatgag tatatggtct ttttagatgc gacacctgaa 2580
aaaatgggag agatggcaca aaaattccgt gaaaataatg ggttatatca ggttcttcgt 2640
daggataaag acgttcatat tattctcgat aaactcagca atgtaacggg atatgccttt 2700
tatcagccag catcaattgé agacaaatgg atcaaaaagg ttaataaacc tgcaattgtg 2?60
atgactcatc gacaaaaaga cactcttatt gtcagtgcag ttacacctga tttaaatatg 2820
actcgccaaa aagcagcaac tcctgtcace atcaatgtca cgattaatgg caaatggcaa 2880
tctgctgata aaaatagtga agtgaaatat caggtttctg gtgataacac tgaactgacg 2940
tttacgagtt actrtggtat tccacaagaa atcaaactct cgccactcce ttga 2994

<210> 4

<211> 997

<212> PRT

<213> Proteus Vulgaris

<400> 4

20



Ala

Ile

Lys

GIn

Arg

Ile

Ser

Arg

Thr

145

Gly

Ser

val

Leu

val

225

Ile

Glu

Thr

Tyr

Asn

ser

50

Lys

Ser

Asp

Glu

Thr

130

Leu

Arg

Asn

Asp

Ser

210

Thr

AsSn

AsSn

Ser

His

ser

35

Leu

Leu

Ser

Gly

Ala

115

val

Asn

Ser

val

Pro

Glu

Ile

Asn

Phe

20

Ile

Leu

Ile

Thr

TYyr

100

Gin

Gly

Ala

Leu

ser

180

Ala

Pro

Glu

Phe

Ser
260

Pro

Ala

Leu

Trp

val

Pro

85

Leu

Ala

val

Thr

Arg

Glu

Asn

val

245

Lys

Ala

Gln

Thr

Lys

Pro

70

val

Thr

Gly

ser

Asn

150

Ala

Gly

Tyr

Ile

Leu

230

Gly

Leu

Phe

Asn

Leu

Trp

55

Thr

Phe

Ile

Phe

Leu

135

Thr

Lys

Glu

Gln

GlIn

215

Ala

Gly

Lys
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Asp

Asn

Ser

40

Lys

Asp

Ser

Asp

Ser

val

Ile

Ala

Glu

Ser

Pro

Pro

25

Asp

Gly

Lys

Phe

Phe

105

val

AsSn

ser

Asp

Tyr

Ser

His

Ile

Lys

Lys
Gly
Glu
Trp
920

Gly
Lys
Asp
Asp
ser
170
Ile
Asp
ASn
Asp
Glu

250

Phe

21

Asn

Ala

Arg

Ser

Ala

75

Leu

Glu

Leu

Leu

Gly

Ile

Asp

Tyr

val

Leu

235

Thr

ASp

Leu

ASp

ser

ser

60

Ser

Tyr

Lys

Asp

Glu

140

Thr

Arg

Arg

GlIn

Asn

Ala

Met

Phe

Ile

45

Phe

Lys

Asn

Leu

Phe

125

Asn

Gln

Phe

Ile

val

205

Pro

‘Arg

Leu

Leu

Gln

Ser

30

Met

Thr

Ala

Glu

Ile

110

Thr

Arg

Asp

Lys

Met

190

Lys

Glin

Gln

Ala

Asn
270

ser
15

Ser
Gly

Leu

Trp

ser

Gly

Glu

ser

Ala

175

Phe

Thr

Leu

Arg

Leu

255

Thr

Glu

Asp

Asn

His

Gly

80

Pro

Thr

Trp

Met

Ile

160

Pro

Ser

Arg

Pro

Leu

240

Glu

His



Thr

Gln

" Leu

305

Asn

GIn

Gly

Ser

Lys

Ser

ser

Leu

pPhe

Lys

Tyr

Tyr

Ser

val

Leu

Ile

290

Phe

Ile

Leu

Phe

Ser

370

Glu

Arg

ASp

Leu

ser

450

ASp

Pro

Leu

Leu

Ala

275

Ile

Asp

Ser

Lys

val

Arg

Ala

Glu

Leu

Leu

435

His

Gly

Gly

Leu

515

Leu

Asn

Ile

Asn

Arg

GlIn

340

Lys

Trp

AsSn

Phe

420

Glu

Tyr

Leu

Tyr

500

LysS

Pro

Gly
Tyr
Tyr
Ala
325
Met
Gly
Trp
Leu
Lys
Tyr
Pro
Ile
Arg
ser
485
Asp

Ala

Leu

Gly
GIn
val
310
Tyr
Tyr
ser
Tyr
GIn
390
Ser
Phe
ASp
Thr
Pro
470
Phe
Thr

Met

Ala

Thr
Pro
295

Ile

val

-Leu

Ala
s
Thr
§er
Asn
Asp
Gly
ASp
Pro
Pro

val

Gly
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GIn

280

Glu

Leu

Leu

Leu

Leu

360

ser

Gin

Phe

Thr

GIn

440

Ala

Gly

Ala

pPhe

ser

520

Arg

Gly

Asn

Gly

Glu

Met

345

val

Thr

val

ASp

Leu

425

Lys

Leu

Thr

Phe

Ser

505

Ala

His

Arg

Leu

AsSn

Lys

330

Thre

Thr

Leu

Tyr

Met

410

ser

Arg

Thr

Ala

Lys

490

val

Trp

Pro

22

His

ASn

Tyr

315

Asp

Lys

Thr

Leu

ASp

Lys

Arg

Ile

Gln

Trp

Asn

Gly

Ile

Leu

Leu

ser

300

Thr

Pro

His

His

Met

380

Ser

val

Gln

Asn

val

460

Arg

Ala

Glu

Tyr

Asn
540

Ile

285

Gln

Thr

Thr

Leu

His

365

Ser

Leu

Ser

His

Leu

445

Pro

His

Ser

ser

Ser

525

Ser

Thr
Asp
Leu
Gln
Leu
350
Trp
Asp
Leu
Ala
Leu
430
val
Pro
Glu
Gln
Gly
510

Asn

Pro

Asp

Lys

Met

Lys

335

Asp

Gly

Ala

Trp

ASp

Ala

Asn

Gly

Gly

Leu

495

Trp

Pro

ser

Lys

Gln

Phe

320

Ala

GIn

Tyr

Leu

Ser

Leu

Thr

Gly

ASNn

480

Ile

AsSn

Glu

Leu
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Lys Ser val Ala Gln Gly Tyr Tyr Trp Leu Ala Met Ser Ala Lys Ser
545 550 555 560

ser Pro Asp Lys Thr Leu Ala ser Ile Tyr Leu Ala Ile Ser Asp Lys
565 570 575

Thr GIn Asn Glu Ser Thr Ala Ile pPhe Gly Glu Thr Ile Thr Pro Ala
580 585 590

ser Leu Pro GIn Gly Phe Tyr Ala pPhe Asn Gly Gly Ala Phe Gly Ile
595 600 : 605

His Arg Trp GIn Asp Lys Met val Thr Leu Lys Ala Tyr Asn Thr Asn
610 615 620

val Trp Ser Ser Glu Ile Tyr Asn Lys Asp Asn Arg Tyr Gly Arg Tyr
625 630 635 640

GIn ser His Gly val Ala GIn Ile val Ser Asn Gly Ser GIn Leu Ser
645 650 655

Gln Gly Tyr Gln GIn Glu Gly Trp Asp Trp Asn Arg Met Pro Gly Ala
660 : 665 670

Thr Thr Ile His Leu Pro Leu Lys Asp Leu Asp Ser Pro Lys Pro His
‘ 675 680 685 )

Thr reu Met GlIn Arg Gly Glu Arg Gly Phe Ser Gly Thr Ser Ser Leu
690 695 700

Glu Gly GIn Tyr Gly Met Met Ala Phe Asp Leu Ile Tyr Pro Ala Asn
705 710 715 720

Leu Glu Arg Phe Asp Pro Asn Phe Thr Ala Lys Lys Ser val Leu Ala
725 730 735

Ala Asp Asn His Leu Ile Phe Ile Gly Ser Asn Ile Asn Ser Ser Asp
740 745 750

Lys Asn Lys Asn val Glu Thr Thr Leu Phe GIn His Ala Ile Thr Pro
755 760 765

Thr Leu Asn Thr Leu Trp Ile Asn Gly Gln Lys Ile Glu Asn Met Pro
770 775 780 :

Tyr GIn Thr Thr Leu GIn GIn Gly Asp Trp Leu Ile Asp Ser Asn Gly
78S 790 795 800

Asn Gly Tyr Leu Ile Thr GIn Ala Glu Lys val Asn val Ser Arg GIn
805 810 815

23
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Glu AsSn GIn

825

ser Ala ASn

820

His GIn val Lys Arg Glu

830

Pro Thr Gly Asn

His Thr

840

Ser Ala Ile Asp

835

Phe Ser Trp ser Arg Pro Lys Asp Ala Ser

Glu phe Ala

850

Leu
855

Tyr Tyr Met ya1 Asp Thr Glu Lys Met Gly Glu

860

Pro

met Ala Gln Phe Glu Asn

865

Lys Arg Asn Gly Leu Tyr Gln val Leu
870 875 ‘

val
895

val His I1§ Ile Lys

- 885

LyS ASp Lys Asp Leu Leu ser Asn

Phe Gln Ala

900

Gly Tyr Ala ser Glu

905

Tyr Pro Asp Lys Ile Lys

val
920

val Asn Ala Ile Thr

915

Lys Lys Pro Met Gln

925

His Arg Asp Thr

Thr Leu

935

Ile val Ala
930

Leu ser val Pro Asp Asn 825 Thr Arg GIn Lys

Ala
945

Thr
950

Ala Thr Pro val Ile val Thr Ile

955

Asn Asn Gly Gln

960

Lys Trp

Ser Ala Asp Asn Glu val Gln val

965

Lys ser Lys Tyr

970

Ser Gly Asn

Glu Lys
990

Phe Ile Gln
985

Thr phe Thr

980

Thr Glu Leu ser Tyr Gly Pro

Pro
995

Leu ser Leu Pro

<210>5

<211> 2973

<212> DNA

<213> Proteus vulgaris

<400> 5

ttacccactc
aatatcctta
ggtgaacaat
gttaattacc
aatgaaaaac

ctaagtttta

tgtctcatga
ccacttcaaa
cactcaaatg
aagatgataa
ctcaatctrc

atgctgaact

agctttcggce
taataatcaa
gcaatatcaa
aaatacagcc
cccattaacg

taattttacg

gatatttatc
ttatcgctaa
ccacaagcaa
acaccactca

ttagcattta

gggtggcgag

24

tttttgaagg
gcaaacagca
cattaacact
cttttatgat
aacaaaataa

gtattgctgt

cgaattaccc
tgctaaagat
aaataatatt
gtggatttat
taaaattgca

tccttetegt

60

120

180
240
300
360



gatatgcaag
gccggaacac
gtacctgact
tggagtgcat
gatactgaat

+atraannan

gctctgegac
tcttrtttga

atcaaacacc

tattgatgta

ttcgegatga

rrcaranrtna

aggtcaactt
tcaaatcatc

ttacgtaaat

cgatcagatg

ccaaacagaa

TAAAAARAATT

ES 2373039 T3

gatcaattag
atgagtgtac
aacgcagtaa
tttcaagccee
atggctrtcga

actccaaata

25

tgatcacegce
cgttagacaa
acacgatggt

attaccctac

tttatcageg-

foctranaraa

tccaaaccaa
tcgttgggcea
tagtaaaaac
tttaaacttc
ctttgaatat

ACATTTAGQCO

420
480
540
600
660

~4
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26

cttgatgata géaattcaaa accaacagaa caattatttg caacagctgt tatttctcat 2460
ggtaaggcac cgagtaatga aaattatgaa tatgcaatag ctatcgaagc acaaaataat 2520
aaagctccca aatacacagt attacaacat aatgatcagc tccatgcggt aaaagataaa 2580
ataacccaag aagagggata tggttttttt gaagccacta agttaaaatc agcggatgca 2640
acattattat ccagtgatgc gccggttatg gtcatggcta aaatacaaaa tcagcaatta 2700
acattaagta ttgttaatcc tgatttaaat ttatatcaag gtagagaaaa agatcaattt 2760
gatgataaag gtaatcaaat cgaagttagt gtttattctc gtcattggct tacagcagaa 2820
tcgcaatcaa caaatagtac tattaccgta aaaggaatat ggaaattaac gacacctcaa 2880
cccggtgtta ttattaagca ccacaataac aacactctta ttacgacaac aaccatacag 2940
gcaacaccta ctgttattaa tttagttaag taa 2973
<210>6
<211> 990
<212> PRT
<213> Proteus vulgaris
<400> 6
Leu Pro Thr Leu Ser His Glu Ala Phe Gly Asp Ile Tyr Leu Phe Glu
1 5 10 15
Gly Glu Leu Pro Asn Ile Leu Thr Thr Ser Asn Asn Asn GIn Leu Ser
20 25 30
Leu Ser Lys GIn His Ala Lys Asp Gly Glu GIn Ser Leu Lys Trp GlIn
35 40 45 ‘
fyr GIn Pro Gln Ala Thr Leu Thr Leu Asn Asn Ile val Asn Tyr Gln
50 55 60
Asp Asp Lys Asn Thr Ala Thr Pro Leu Thr Phe Met Met Trp Ile Tyr
65 70 75 80
Asn Glu Lys Pro GIn Ser Ser Pro Leu Thr Leu Ala Phe Lys GIn Asn
85 90 : 95
Asn Lys Ile Ala Leu Ser Phe Asn Ala Glu Leu Asn Phe Thr Gly Trp
100 105 110
Arg Gly Ile Ala val Pro Phe Arg Asp Met GIn Gly Ser Ala Thr Gly
115 120 125
GIn Leu Asp GIn Leu val Ile Thr Ala Pro Asn GIn Ala Gly Thr Leu
130 135 140
Phe Phe Asp Gln Ile Ile Met Ser val Pro Leu Asp Ash Arg Trp Ala
145 150 155 160



val
val
Ala
Thr
Arg
Leu
Gly
‘ AG) y
Leu
Ser
305
Leu
Gly
Asp
Ala
Phe
385

Thr

GIn

Pro

ser

His

Glu

210

ser

Trp

Lys

val

290

AsSp

Leu

Tyr

Ala

Pro

370

Glu

GIn

GlIn

Asp

Lys

Tyr

Met

ASp

Glu

Ala

Phe

275

ASp

Ser

Gly

Gln

Trp

Thr

Lys

Leu

Arg

Tyr

Asn

180

Pro

Ala

Lys

Lys

Leu

260

Ser

val

Leu

Thr,

Ile

340

Phe

Gln

Asp

Gln

Gln

420

GIn

165

Trp

Thr

Ser

Lys

Leu

245

ASp

Glu

Gly

ser

Arg

Ile

Ile

Gln

Asn

Thr

ser

Leu

Ile

Ile

230

Gly

His

Gly

Lys

Ala

310

Tyr

Thr

Gly

Ala

Glu

390

Met

Ala
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Pro

Ala

Asn

Tyr

215

Thr

Leu

Pro

Thr

Thr

295

Thr

val

His

Arg

Met

375

Ile

Ile

Leu

Tyr

Leu

Phe

200

Gln

Pro

Thr

Asn

Gln

280

Leu

Gly

Leu

val

His

360

Met

val

Lys

Ala

val

Leu
185
Asp
Arg

ASp

Gin

Lys

Leu

Arg

Glu

Gly

val

Trp

Asp

Ser

GlIn
425

Asn

170

Met

Thr

Phe

Met

His

250

Gln

Ala

Gln

Lys

GIn

330

TYyr

Leu

Tyr

Ala

Leu

410

Leu

Asn

Tyr

Glu

Glu

Leu

235

Ala

His

Leu

Thr

Lys

Gly

Gln

Ala

Asn

ASn

395

Leu

Gln

Ala

Asp

Phe

Tyr

220

ASp

Asp

Phe

Leu

Ala

300

Leu

Phe

Thr

Lys

Ala

380

val

Met

Ser

val

Gln

Tyr

LyS

Gly

Met

ASp

Ile

Glu

Thr

Arg

Asn

365

Thr

Asp

Leu

Trp

AsSn

Met

190

ASp

GIn

His

Ser

Tyr

Glu

Arg

Glu

350

Asn

Gly

Ile

Pro

Leu
430

Thr
175
Phe
ASp
Gly
Leu
Ile
255
val
AsSn
Leu
Arg
Gly
Leu
Leu

Arg

Leu

Met

Gln

GIn

Ile

Ala

240

Thr

Glu

Met

Arg

TYr

320

Ser

Phe

Leu

Ile

Asn

400

Tyr

Lys



Thr

ser

Phe

465

Arg

Met

Arg

Met

Leu

545

Ile

ser

Trp

ser

Leu

625

Gly

Tyr

Glu

Asn

Ile
Ile
450
Gly
Leu
Arg
His
Ala
530
Ser
Asn
Met
Leu
TYyr
610
Glu
Trp
ASn

Glu

Asn

-~ 690

Leu

435

Phe

Gly

Ser

Ile

Pro

515

Leu

Ala

Ala

Ala

Ala

Glu

Ile

Asp

Glu

Met

675

Asn

ser

His

Leu

Thr

TYr

500

Thr

Ala

Ala

Glu

Ile

580

Ile

Asn

Ile

Trp

Leu

660

Leu

Ser

ser

His

Ala

ser

485

Thr

Gly

Gly

Tyr

Ser

565

Gln

Ala

Asn

Pro

Asn

645

Glu

Leu

Met

Lys

ser

Pro

470

Ala

Lys

Leu

Thr

Arg

Arg

Asn

Ala

630

Arg

Ala

ser

Phe

Gly
GlIn
Ser
His
Glu
His
Pro
535
Asn
Pro

Arg

Gly

Tyr
Lys
Thr

Ala
695

ES 2373039 T3

val

440

His

val

Glu

Thr

Lys

520

Asp

Leu

val

Ala

Phe

600

Tyr

Leu

Pro

Leu

Glu

680

Met

Ala
Tyr
Tyr
His
GIn
505
Ile
Gly
Asp
Gly
Ser
585
ser
Gly
Thr
Gly
Asn
665

ser

Lys

Gly

Pro

Ala

Leu

490

Ile

Gly

LysS

Asn

Ala

570

Thr

Arg

Arg

Gln

Thr

650

Gln

Tyr

Leu

28

Gly
Ala
Leu
475
LyS
Pro
Ile
Gln
LYS
555
Trp
Gln
Tyr
Tyr
Ser
635
Thr
Leu

ser

His

Phe

Tyr

460

ser

ASp

val

Ala

Lys

540

Thr

Ala

ser

Leu

Leu

620

Gly

Thr

Pro

Gly

Lys

Ala

ASp

val

val

Pro

525

Leu

His

Met

Pro

val

605

Gln

Phe

Ile

Ala

Ala

685 -

His

ser
LyS
ser
Leu
Leu
510
Phe
ASp
Phe
Asn
Gln
590
Gly
Tyr
ser
His
Ala
670

Asn

Ser

Asp

ASp

Pro

Leu

495

ser

Lys

"rhr

Glu

Tyr

Gln

AsSn

Gly

His

Leu

655

Gly

Thr

Lys

Gly

Ala

Phe

480

Lys

Gly

Trp

Thr

Gly

Ala

Ser

Glu

Gln

Ala

640

Pro

Ile

Leu

Tyr



C'l n
705
Arg
Thr
val
Leu
Leu
785
Leu
val
Ile
Gln
Glu
865
Thr
Asn
Gln
val
AsSn

945

Pro

Gin
val
Thr
Ile
ASn
770
Thr
ASp
Ile
Ala
His
850
Gly
Leu
Gln
Gly
Ser
930

Ser

Gly

Gln

Ile

Glu

Ile

755

Asn

Lys

ASp

ser

Ile

835

Asn

Tyr

Leu

GIn

Thr

val

Ser
Ala
Thr
740
Asn
Ala
Gly
Arg
His
820
Glu
ASp
Gly
ser
Leu
900
Glu
Tyr

Ile

Ile

Leu
Leu
725
Thr
Gly
ASp
GIn
AsSn
805
Gly
Ala
GIn
Phe
ser
885
Thr
LYys
ser

Thr

Ile
965

Ar

710
Gly
Leu
LyS
Thr
Thr
790
ser
Lys
Gln
Leu
Phe
870
Asp
Leu
ASp
Arg
val

950

Lys

Ala

ser

Phe

Lys

Leu

775

val

Lys

Ala

Asn

HisS

Glu

Ala

ser

Gln

His

935

Lys

His
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Asn

Gly

GIn

val

760

Ile

Lys

‘Pro

Pro

Asn

840

Ala

Ala

Pro

Ile

Phe

920

Trp

Gly

His

Lys

Ile

Phe

745

Asn

Asp

Phe

Thr

ser
825
Lys
val
Thr
val
val
905
Asp
Leu

Ile

Asn

ser

Glu

730

Ala

Gln

Pro

ser

Glu

810

Asn

Ala

Lys

Lys

Met

890

Asn

Asp

Thr

Trp

Asn

970

29

Tyr
715
ASn
val
Leu
Ala
TYr
795
Gin
Glu
Pro
ASp
Leu
875
val
Pro

Lys

Ala

Phe

Asp

Pro

Asp

Leu

Asn

Lys

LysS

860

Lys

Met

Asp

Gly

Glu

940

Leu

Thr

Leu
Asp
Lys
Thr
765
Asn
LysS
Phe
Tyr
Tyr
845
Ile
Ser
Ala
Leu
Asn
925
ser
Thr

Leu

Phe
Lys
Leu
750
GIn
Leu
Gln
Ala
Glu
830
Thr
Thr
Ala
Lys
ASn
910
GIn
GIn

Thr

Ile

Asp

GIn

735

Gln

Leu

Tyr

His

Thr

815

Tyr

val

GIn

ASp

Ile

895

Leu

Ile

ser

Pro

Thr
g75

AsSn

720

His

ser

Thr

Lys

ser

800

Ala

Ala

Leu

Glu

Ala

880

Gln

Tyr

Glu

Thr

GIn

960

Thr
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Thr Thr Ile Gln Ala Thr Pro Thr val Ile Asn Leu val Lys
980 985 990
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REIVINDICACIONES

1. Una enzima condroitinasa ABC para usar en mejorar la recuperacion funcional tras una lesién por contusién
del sistema nervioso central, enzima que se administra en una cantidad terapéuticamente efectiva.

2. La enzima segun la reivindicaciéon 1, en la que la cantidad terapéuticamente efectiva de la enzima
condroitinasa ABC comprende una cantidad suficiente para degradar condroitina sulfato proteoglicanos.

3. La enzima segun la reivindicacion 2, en la que la degradacion de los condroitina sulfato proteoglicanos se
produce en el sitio de la lesion por contusion.

4. La enzima segun la reivindicacién 2, en la que la degradacion de los condroitina sulfato proteoglicanos se
produce fuera del sitio de la lesién por contusion.

5. La enzima segun la reivindicacion 1, en la que la cantidad terapéuticamente efectiva de la enzima
condroitinasa ABC comprende una cantidad suficiente para mejorar la funciéon motora, la funcién sensorial, la funcion
autonémica o una de sus combinaciones.

6. La enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la condroitinasa es condroitinasa
ABCTipol.

7. La enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la condroitinasa es condroitinasa
ABCTipoll.

8. La enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la lesién por contusiéon comprende
una lesion traumatica del cerebro.

9. La enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la lesién por contusién comprende
una lesion de la médula espinal.

10. La enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la lesién por contusién comprende
una lesion de la médula espinal mediante un objeto contundente.

11. La enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 y 7, en la que se mantiene la morfologia gruesa
de la médula espinal.

12. La enzima segun la reivindicacion 9, en la que la lesién de la médula espinal comprende una lesién que da
lugar a una afeccién seleccionada del grupo que consiste de monoplejia, diplejia, paraplejia, hemiplejia y
cuadriplejia.

13. La enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la lesién por contusién comprende
neuronas rotas o parcialmente cortadas.

14. La enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la lesién por contusién comprende
neuronas aplastadas.

15. La enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la lesién por contusion comprende
la compresion del sistema nervioso central.

16. La enzima segun la reivindicacién 15, en la que la compresion es causada por una fuerza traumatica en la
médula espinal.

17. La enzima segun la reivindicaciéon 15, en la que la compresién es causada por un tumor, hemorragia,
infarto, proceso infeccioso, estenosis o isquemia.
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Voliimenes urinarios diarios medios {mililitros)

s
3%}

o

oo

Yolimenes urinarios residuales

—e— Penicilinasa
—u— Condroitinasa

10

20 30 40 S0 60
Dias después de la lesion

T0

Figura 1
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Velocidad (mmol/min)

0,1000

0,0500

0,0000

Liberacion sostenida de cABCI

Duraseal |
8 Duraseal Il
{1 SprayGel

Tiempo (horas)

Figura 2
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Puntuacion BBB

Efecto de la condroitinasa ABCI sobre la actividad locomotora
tras una lesion por contusion en la médula espinal

{media +- SEM)

S

—8—aC5SF
—a— Penicilinasa

| —— Chase ABC |

40 60 80
Dias después de la lesidn

Figura 3
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Puntuacion BBB
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Efecto de la condroitinasa ABCl sobre la actividad locomotora
tras una lesion por contusion en la medula espinal
{lesion de 0,9 mm con férceps)

{media +- SEM)

0 20

—raa

40 60

Dias después de la cirugia

80

| —*—Penicilinaﬁ_a
—&— Condroitinasa

Figura 4
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Cambio de peso {gramos)

Cambio medio de neso nor dosis

1 2 3 4 5 & T 8

Dias después de la inyecccidn

—#="dahicula
—8— 0,2 mgkg
—— 11,775 mghkg
—g@= 7,773 mgikg

Figura s
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............

Cambio porcentual de peso tras una
dosis LT. de condroitinasa

- 0,06 Unid.
05 Unid. |l

Cambio porcentual de peso

Figura 6
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Cambio medio de
temperatura (F)

Cambio de temperatura tras una
dosis |.T. de condroitinasa

o o=t Pl g

b f

=

] E 100 150

0.6 Unid.
~ ¥ 6.0 Unid.

—#—"Wehiculo
=008 Unid.f

Figura 7
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—

Dosis repetida y creciente de condreitinasa:
Efecto sobre el peso

e L ——_—

—vehicul |
—=—Doal repst. i"|
—a-D0BB Crec: )

‘I -indizados @

Cambio de peso {gramos)

Dias relativos a la primera dosis

e T . ——

Figura 8
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Cambio de temperatura

(grados F)
b fa A S 4N W o

Dosis repetida y creciente de condroitinasa:

Efecto sobre la temperatura

—*— Yehiculo
—a— Tosis repet.
=ar= [osis crec.

i

dn

Dias relativos a la primera dosis

‘I‘ - indlica dosis

Figura 9
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