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DESCRIPCION

Heparosano basados biomateriales y revestimientos y métodos de produccion y uso de estas materias
ANTECEDENTES

Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere a la metodologia para la produccién y usos de composiciones de biomaterial,
y particularmente, a composiciones que comprenden un biomaterial polimero heparosano aislado y métodos de
produccién y usos de los mismos.

Descripcion de la técnica relacionada

[0002] Los polisacaridos son grandes moléculas de hidratos de carbono que se componen de aproximadamente
desde 25 unidades de azlcar a miles de unidades de azlcar. Los oligosacaridos son moléculas de hidratos de
carbono mas pequefias que se componen de menos de aproximadamente 25 unidades de azlcar. Animales,
plantas, hongos y bacterias producen una enorme variedad de estructuras de polisacaridos que estan involucrados
en numerosas funciones bioldgicas importantes tales como elementos estructurales, almacenamiento de energia, y
la mediacion de interaccion celular. Frecuentemente, la funcién bioldgica del polisacarido es debido a la interaccion
del polisacarido con proteinas tales como los receptores y factores de crecimiento. La clase de glucosaminoglucano
de polisacaridos y oligosacaridos, que incluye heparina, condroitina, dermatano, keratan, y acido hialurénico, juega
un papel importante en la determinacion del comportamiento celular (por ejemplo, migracion, adhesion), asi como la
tasa de proliferacion celular en mamiferos. Estos polisacaridos y oligosacaridos son, por lo tanto, esenciales para la
correcta formacién y el mantenimiento de los érganos del cuerpo humano.

[0003] Varias especies de bacterias y hongos patégenos también se aprovechan de la funcion del polisacarido en la
comunicacion celular. Estos microbios patégenos forman recubrimientos de superficie de polisacaridos o capsulas
que son idénticas o quimicamente similares a la sede de moléculas. Por ejemplo, el Grupo A y C Streptococcus y
Tipo A Pasteurella multocida producen capsulas de acido hialurénico auténticos, y otras Pasteurella multocida (Tipo
F y D) y patégenaEscherichia coli (K4 y K5) son conocidas para hacer capsulas compuestas de polimeros muy
similares a la condroitina y heparina. Los microbios patégenos forman los revestimientos de superficie polisacarido o
capsulas porque dicho recubrimiento es no inmunogénico y protege a las bacterias de las defensas del huésped,
proporcionando de este modo el equivalente de camuflaje molecular.

[0004] Las enzimas llamadas alternativamente sintasas, sintetasas, o transferasas, catalizan la polimerizacion de
polisacaridos que se encuentran en los organismos vivos. Muchas de las enzimas conocidas también polimerizan
nucleétidos de azlcar activados. Los donantes de azlicar mas prevalentes contienen UDP, pero ADP, el PIB, y CMP
también se utilizan dependiendo de (1) el azlcar particular para ser transferido y (2) el organismo. Muchos tipos de
polisacéaridos se encuentran en, o fuera de, la superficie de la célula. En consecuencia, la mayor parte de la actividad
sintasa se asocia tipicamente ya sea con la membrana de plasma en la periferia de la célula o con las membranas
del aparato de Golgi que estan involucrados en la secrecion. En general, estas proteinas sintasa unidas a la
membrana son dificiles de manipular por procedimientos tipicos, y s6lo unas pocas enzimas se han identificado
después de la purificacion bioquimica.

[0005] Un mayor nimero de sintasas se han clonado y secuenciado a nivel de nucleétidos utilizando enfoques de
genética inversa en la que se obtuvo el gen o el ADN complementario (ADNc) fue obtenido antes de que se
caracterice la proteina. A pesar de esta informacion de la secuencia, los detalles moleculares en relacion con las
estructuras tridimensionales nativas, los sitios activos y los mecanismos de accién catalitica de las sintasas de
polisacéarido, en general, son muy limitados o ausentes. Por ejemplo, el mecanismo catalitico para la sintesis de
glucégeno todavia no se conoce en detalle a pesar de que la enzima se descubrié hace décadas. En otro ejemplo,
es todavia un tema de debate si la mayoria de las enzimas que producen heteropolisacaridos utilizan un sitio de
union UDP-azlcar para transferir ambos precursores, o alternativamente, si existen dos regiones dedicadas para
cada sustrato.

[0006] Como se mencion6 anteriormente, los polisacaridos son los biomateriales mas abundantes en la tierra, sin
embargo, muchos de los detalles moleculares de su biosintesis y funcién no son generalmente bien conocidos. El
acido hialurénico o HA es un polisacarido lineal de la clase de glucosaminoglucanos y se compone de hasta miles de
B (1,4) GIcUA-B (1,3) GIcNAc repite. En los vertebrados, HA es un elemento estructural importante de la matriz
extracelular y juega un papel en la adhesién y reconocimiento. HA tiene una alta densidad de carga negativa y
numerosos grupos hidroxilo, por lo tanto, la molécula adopta una conformacién extendida y se hidratan en
solucién. Las propiedades visco elasticas de cartilago y liquido sinovial son, en parte, el resultado de las
propiedades fisicas del polisacarido HA. HA también interactia con proteinas tales como CD44, RHAMM, y
fibrinégeno lo que influye en muchos procesos naturales, tales como la angiogénesis, el cancer, la motilidad celular,
cicatrizacion de heridas, y la adhesion celular.
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[0007] Hay numerosas aplicaciones médicas de HA. Por ejemplo, HA se ha utilizado ampliamente como un
reemplazo visco elastico para el humor vitreo del ojo en cirugia oftdlmica durante la implantacion de lentes
intraoculares en pacientes con cataratas. HA se infiltra directamente en las articulaciones también se utiliza para
aliviar el dolor asociado con la artritis. Quimicamente geles y peliculas reticuladas también se utilizan para prevenir
las adherencias perjudiciales después de la cirugia abdominal. Otros investigadores utilizando otros métodos han
demostrado que los revestimientos de HA adsorbidos también mejoran la biocompatibilidad de los dispositivos
médicos tales como catéteres y sensores mediante la reduccion de ensuciamiento y la abrasion del tejido.

[0008] HA también se forma por ciertos microbios que causan la enfermedad en humanos y animales. Algunos
agentes patdégenos bacterianos, a saber, Gram-negativa Pasteurella multocidatipo A y Gram-
positiva Streptococcus Grupo A y C, producen una capsula de HA extracelular que protege a los microbios de las
defensas del huésped como la fagocitosis. Bacterias mutantes que no producen capsulas de HA son 10 2. 10 y 3
menos virulento en comparaciéon con las cepas encapsuladas. Ademas, el Paramecium bursaria Chlorella virus
(PBCV-1) dirige las células huésped de algas para producir un revestimiento de superficie HA principios de la
infeccion.

[0009] Los diversos HA sintasas ("HAS"), las enzimas que polimerizan HA, utilizaN UDP-GIcUA y UDP-GIcNAc
precursores de nucleétidos de azucar en la presencia de un bivalente Mn, Mg o Co ion para polimerizar largas
cadenas de HA. Las cadenas de HA pueden ser bastante grandes (n = 10 2a 10 4). En particular, la variedad HASs
son proteinas de membrana localizadas a la bicapa de lipidos en la superficie celular. Durante la biosintesis de HA,
el polimero de HA se transporta a través de la bicapa en el espacio extracelular. En todo HASs, una sola especie de
polipéptido cataliza la transferencia de dos azlcares distintos. Por el contrario, la gran mayoria de otras
glicosiltransferasas conocidas transfieren sé6lo un monosacarido.

[0010] La condroitina es uno de los méas prevalentes glucosaminoglucanos (GAGs) en los vertebrados, asi como
parte del polimero capsular de tipo F P. multocida, un menor de edad patégeno célera aviar. Esta bacteria produce
condroitina no sulfatado (16), pero los animales poseen sulfatado polimeros de condroitina. La primera sintasa de
condroitina de cualquier fuente para ser clonado molecularmente fue el P. multocida PMCs (DeAngelis y Padgett-
McCue, 2000). EI PMCs contiene 965 residuos de aminodacidos y se trata de 90% idéntica a pmHAS. Un soluble
recombinante de Escherichia coli -derivado PMCs *"* cataliza la adicién repetitiva de los aztcares de la UDP-
GalNAc y UDP-GIcUA a los aceptadores de oligosacaridos condroitina in vitro.

[0011] Heparosano [N-acetilheparosano], (-GlcUA-B1,4-GIcNAc-al,4-), es la cadena principal de azucar de
repeticion del polisacarido que se encuentra en la capsula de ciertas bacterias patdgenas asi como el precursor
biocinética de la heparina o heparan sulfato se encuentra en animales desde la hidra hasta los vertebrados. En los
mamiferos, las formas sulfatados se unen a una variedad de polipéptidos extremadamente importantes, incluyendo
factores de hemostasia (por ejemplo, antitrombina Ill, trombina), factores de crecimiento (por ejemplo, EGF, VEGF),
y quimiocinas (por ejemplo, IL-8, factor plaquetario 4) como asi como las proteinas adhesivas para patégenos virales
(por ejemplo, herpes, fiebre Dengue). Actualmente, la heparina se extrae de los tejidos de los animales y es usado
como un anticoagulante o farmaco antitrombético. En el futuro, los polimeros y derivados similares también podrian
ser Utiles para la intervencion farmacoldgica en una variedad de condiciones patolégicas, incluyendo neoplasia y la
infeccion viral.

[0012] Varios sistemas enzimaticos han sido identificados como sintetizadores de heparosano. En las bacterias, ya
sea un par de dos glicosiltransferasas separadas (Escherichia coli KFIA y KfiC) o un solo glicosiltransferasas
( Pasteurella multocida PmHS1 o PmHS2; (30, 47)) se han mostrado para polimerizar heparosano; las enzimas de
ambas especies son homdlogos a nivel de proteinas. En los vertebrados, un par de enzimas, EXT 1y EXT 2, que no
son similares a los sistemas bacterianos parecen ser responsables de la produccion de las unidades de repeticion de
la cadena de polimero que posteriormente se han modificado por sulfatacion y de epimerizacion.

[0013] Las sintasas heparosano de P. multocida poseen tanto una hexosamina y un sitio de transferencia de acido
glucurénico en la misma cadena polipeptidica, como se muestra por estudios de mutagénesis (Kane, TA et al., J.
Biol. Chem. 2006), y por lo tanto se conocen como "doble accion" o glicosiltransferasas bifuncional. Estas enzimas
son complejas, ya que emplean tanto una un mecanismo de retenciéon cuando se transfiere el monosacarido a partir
de precursores UDP al término no reductor de una cadena en crecimiento y de inversion. Los
dos Pasteurella sintasas heparosano, PmHS1 y PmHS2, son de aproximadamente 70% idéntico en la secuencia de
aminoacidos. Los dos genes se encuentran en diferentes regiones del cromosoma bacteriano: PmHS1 (HSSA) esta
asociado con el tipo Il locus del gen de la biosintesis de carbohidratos-Gram negativo prototipico pero PmHS2
(HSSB) reside muy lejos en una regién no especializado. Como se muestra en la invencidn actualmente descrita y
reivindicada, estos catalizadores tienen propiedades cataliticas Utiles que pueden ser aprovechadas por la mano del
hombre.

[0014] Biomateriales (vagamente definidos como compuestos o asambleas que se utilizan para aumentar o sustituir
componentes de tejidos naturales o partes del cuerpo) son y seguiran siendo parte integrante de la ingenieria de
tejidos y los enfoques de medicina regenerativa. Los procedimientos complejos, incluyendo trasplantes y terapias
con células madre prometen mejorar la salud humana, pero los suministros limitados de donantes de 6rganos /
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tejidos y las curvas de aprendizaje (asi como los debates éticos) para métodos pioneros son obstaculos. Existe una
demanda creciente para mas aplicaciones de rutina de biomateriales, tales como en la cirugia reconstructiva,
cosmeéticos y dispositivos médicos. Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica para los biomateriales nuevos y
mejorados que se pueden utilizar, por ejemplo, pero no a modo de limitacién, para aplicaciones de relleno dérmico y
para recubrimientos de superficie para dispositivos implantados.

[0015] El hialuronano (HA), productos a base de &cido lactico poli-L-de (poli [lactida]), hidroxiapatita de calcio y
colageno dominan el mercado actual de los biomateriales utilizados en cirugia reconstructiva y procedimientos
cosméticos. Sin embargo, estos productos tienen una serie de propiedades deseables para que los fabricantes y los
profesionales de la salud estén buscando mejoras. Estas desventajas incluyen, pero no se limitan a, vida util
limitada, el potencial de inmunogenicidad y / o la alergenicidad, y la apariencia no natural en procedimientos
estéticos. Para mejorar la biocompatibilidad y durabilidad de un dispositivo implantado, se emplean HA, heparina,
albumina de suero bovino, carbono pirolitico, o lipidos recubrimientos para mejorar la biocompatibilidad de los stents,
catéteres y otros dispositivos material implantado. Sin embargo, estos productos a menudo causan ensuciamiento,
obstruccion, o la formacion de trombos debido a la reactividad con el cuerpo humano. Por lo tanto, hay una
necesidad en la técnica de composiciones nuevas y mejoradas de biomateriales que superan las desventajas y
defectos de la técnica anterior.

[0016] La invencién actualmente reivindicada y descrita supera las desventajas y defectos de la técnica anterior. La
invencion actualmente reivindicada y revelada se basa en un biomaterial que comprende heparosano, el precursor
biosintético natural de grheparina y heparan sulfato. Esta composicién tiene numerosas caracteristicas que
proporcionan mejoras y ventajas sobre los productos existentes. Mientras heparosano es muy similar a HA y
heparina, la molécula tiene una mayor estabilidad en el cuerpo, ya que no es la forma final natural de este azucar y
por lo tanto el cuerpo no tiene enzimas de degradacidon o proteinas de uniéon que conducen a la pérdida de
funcionalidad. Esta propiedad también reduce la contaminacién biolégica, la infiltracion, la cicatrizacion y / o
coagulacion. Heparosano también es mas hidréfilo que los revestimientos sintéticos tales como plasticos o de
carbono. Finalmente, aparte de HA bacteriana, la mayoria de otros biomateriales de relleno actuales son tipicamente
derivados de animales, que causa preocupacion por los efectos secundarios tales como reacciones alérgicas o de
granulacion, y la estimulacion de tales efectos secundarios no sera una preocupacion con la invencién actualmente
reivindicada y revelada.

BREVE DESCRIPCION DE LAS DIVERSAS VISTAS DE LOS DIBUJOS

[0017]

FIG. 1 ilustra esquematicamente una comparacion de heparosano y estructuras de hialuronano (HA).

FIG. 2 representa el analisis de un gel demostrando la produccion de polisacarido heparosano. Un gel de 0,6% todo
con la detencion de colorante la deteccién muestra Pasteurella multocida heparosano (marcada con flecha) en
comparaciéon con escala de ADN (escala D = Hyper Bioline) y una escala HA (HA = Hylaose HI y LO escalas
combinadas).

FIG. 3representa la produccion de geles de polisacaridos heparosano. P. multocida heparosano fue reticulado con
DVS en un tubo conico, se lavd, y se retird el gel. El gel transparente mantiene su forma incluso cuando no esta
soportado por liquido. Geles mas duros o sueltos y liquidos viscosos se realizan mediante la alteracion de la
estequiometria y las condiciones de reaccion.

FIG. 4 Representa el analisis en gel de agarosa que demuestra la produccién de revestimientos de polisacaridos que
utilizan un **® sonda I-HA. Un radiactivo etiguetado Bolton-Hunter imprimacion tetramero HA se extendié por una
reaccion de polimerizacion sincronizada con PmHAS para hacer una sonda HA monodispersa. Manchas de
colorante (A) y una pelicula de rayos X (B), ambas muestran un producto Gnico importante ~ 250 kDa (H, altas
cargas de la muestra L, bajo y; S, estandares de tamafio de HA = 310, 214, 110, 27 kDa desde arriba hacia abajo,
Hyalose LolLadder). Emisiones de rayos gamma de la sonda se siguen facilmente sin pruebas destructivas de las
superficies recubiertas que facilitan la cuantificacién.

FIG. 5ilustra reto de heparosano con plasma humano. Este gel de agarosa (0,9%, 1 x TAE) con deteccién de
manchas muestra que el peso molecular de la heparosano original (H) es la misma, incluso después de la
incubacién con plasma (P) después de la incubacion durante la noche a 37 ° C. (Std, HA lo-escala, la banda de 214
kDa esta marcado con una flecha; Hyalose, LLC, Oklahoma City). Heparosano es un biomaterial estable.

FIG. 6 ilustra las reacciones y estructuras de heparosano basados en geles . A: un gel a base de heparosano con
una estructura similar a Hylaform® hecho con divinil sulfona. B: un gel a base de heparosano con una estructura
similar a Restylane® hecho con 1,2-diethanediol diglicidil éter.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0018] Antes de explicar al menos una realizacién de la invencion en detalle con los dibujos como ejemplos, la
experimentacion, los resultados y los procedimientos de laboratorio, es de entenderse que la invencién actualmente
descrita y reivindicada no esta limitada en su aplicacion a los detalles de construccion y las disposiciones de los
componentes expuestos en la siguiente descripcion o ilustrados en los dibujos, la experimentacion y / o
resultados. La invencidn actualmente descrita y reivindicada es capaz de otras realizaciones o de ser practicada o
llevada a cabo de varias maneras. Como tal, el lenguaje utilizado en el presente documento esta destinado a dar el
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alcance y el significado mas amplio posible;y las formas de realizacion estan destinadas a ser ejemplares no
exhaustiva. También, se debe entender que la fraseologia y terminologia empleada en el presente documento es
para el propésito de descripcion y no deben considerarse como restrictivas.

[0019] A menos que se defina lo contrario en el presente documento, los términos cientificos y técnicos utilizados en
relacion con la presente invencién tendran los significados que son cominmente entendidos por los expertos en la
técnica. Ademas, a menos que sea requerido por el contexto, los términos singulares incluiran pluralidades y los
términos plurales incluirdn el singular. Generalmente, las nomenclaturas utilizadas en relacion con, y técnicas de,
cultivo celular y tisular, biologia molecular, y proteinas y oligo- o polinucleétido quimica e hibridacion descritos en
este documento son aquellos bien conocidos y cominmente utilizados en la técnica. Se utilizan técnicas estandar
para ADN recombinante, sintesis de oligonucleétidos, y el cultivo de tejidos y transformacion (por ejemplo,
electroporacion, lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion se realizan segun las
especificaciones del fabricante o como cominmente logrado en la técnica o como se describe aqui. Las técnicas y
procedimientos anteriores se realizan generalmente segin métodos convencionales bien conocidos en la técnica y
como se describen en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y discuten a lo largo de la
presente memoria descriptiva. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. Molecular Cloning:. A Laboratory Manual (2nd
ed, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989) y Coligan y col Current Protocols
in Immunology (Protocolos actual, Wiley Interscience (1994)), que se incorporan en este documento en su totalidad
por referencia. Las nomenclaturas utilizadas en relacion con, y los procedimientos y técnicas de, quimica analitica,
guimica organica sintética, y la quimica medicinal y farmacéutica reveladas en el presente documento de laboratorio
son aquellos bien conocidos y cominmente utilizados en la técnica. Las técnicas estandar se utilizan para sintesis
guimicas, analisis quimicos, preparacion farmacéutica, formulacion y entrega, y de tratamiento de los pacientes.

[0020] Los glucosaminoglucanos (GAG) son polisacaridos lineales compuestas de unidades repetidas de
disacaridos que contienen un derivado de un amino azlcar (ya sea glucosamina o galactosamina). El hialuronano
[HA], condroitina y sulfato de heparan / heparina contienen un acido urénico como el otro componente de la
repeticion de disacarido mientras queratan contiene una galactosa. Los GAGs se resumen en la Tabla I.

Tabla 1
Polimero Repita Disacarido Post-Polimerizacion Modificaciones
Vertebrados Bacterias
Hialuronan B3GIcNAc B4GIcUA Ninguna ninguna
Condroitina B3GalNAc B4GIcUA ninguna
Heparina/heparina B4GIcNAc a4GIcUA ninguna
Keratan B4GIcNAc B3Gal no reportado

[0021] Un glucosaminoglucano no natural (GAG no natural) seria una composicion de materia que no se encuentra
normalmente en la vida de los conocidos vertebrados vivientes, animales o microbios; diferentes acuerdos o
estructuras de grupos quimicos se afiaden por la mano del hombre.

[0022] Vertebrados pueden contener los cuatro tipos de GAG, pero la cadena de polisacaridos es a menudo
modificada ain méas después de la polimerizacion de azicar. Una o mas modificaciones, incluyendo O-sulfatacion de
ciertos hidroxilos, desacetilacion y N-sulfatacion posterior, o la epimerizacion de acido glucurénico a acido idurénico
se encuentran en la mayoria de los GAGs excepto HA. Una increible variedad de estructuras distintas se han
reportado para el sulfato de condroitina y heparan sulfato / heparina incluso dentro de una misma cadena
polimérica. Unos microbios patégenos inteligentes también producen cadenas de GAG no modificados; las bacterias
utilizan recubrimientos de polisacaridos extracelulares como camuflaje molecular para evitar las defensas del
huésped. El sulfato de condroitina y cadenas / heparina de heparan en los vertebrados se sintetizan inicialmente por
el alargamiento de un enlace de tetrasacarido que contiene xilosa unida a una variedad de proteinas. Keratan esta
ligada a O o ligado a N a ciertas proteinas en funcion de la molécula particular. HA y todos los GAGs bacterianos
conocidos no son parte de la clasificacion de proteinas conocidas como glicoproteinas. Todos los GAGs excepto HA
se encuentran unidos covalentemente a una proteina del ndcleo, y dicha combinacién se conoce como un
proteoglicano. Las glicoproteinas son generalmente mucho mas pequefios que los proteoglicanos y sélo contienen
1-60% en peso de hidratos de carbono en forma de numerosa relativamente corto, ramificado oligosacarido
cadenas, mientras que un proteoglicano puede contener tanto como 95% de hidratos de carbono en peso. La
proteina del ndcleo en un proteoglicano es también generalmente una glicoproteina, por lo tanto, por lo general
contiene otras cadenas de oligosacaridos ademas de los GAGs.

GAGs y sus derivados se utilizan actualmente en el campo médico como suplementos oftalmicas y viscoelasticas,
ayudas quirtrgicas de adhesion para evitar las adherencias post-operatorias, revestimientos de catéteres y
dispositivos, y anticoagulantes. Otras aplicaciones futuras actuales o prometedoras incluyen los medicamentos
contra el cancer, matrices de ingenieria de tejidos, moduladores de células inmunes y neurales, antivirales,
moduladoras de proliferacion, y agentes de drogas focalizacion.
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[0024] Los carbohidratos complejos, tales como GAG, son ricos en informacion moléculas. Un propdsito principal de
los azucares que componen GAGs es permitir la comunicacion entre las células y componentes extracelulares de los
organismos multicelulares. Tipicamente, ciertas proteinas se unen a particulares cadenas de azlcar de una manera
muy selectiva. Una proteina puede simplemente adherirse a la azlcar, pero muy a menudo la actividad intrinseca de
la proteina puede ser alterado y / o la proteina transmite una sefial a la célula para modular su comportamiento. Por
ejemplo, en la cascada de coagulacion sanguinea, la unién a proteinas inhibidoras heparina ayuda a cerrar la
respuesta de coagulacion. En otro caso, HA une a las células a través del receptor CD44 que estimula las células
para migrar y proliferar. A pesar de que los polimeros GAG largos (es decir,> 10 2 Da) se encuentran naturalmente
en el cuerpo, tipicamente sitio de union de la proteina interactia con un tramo de 4 a 10 monosacaridos. Por lo
tanto, los oligosacaridos pueden ser usados para ya sea (a) un sustituto para el polimero, o (b) para inhibir la accion
de polimero dependiendo del sistema particular.

[0025] HA polisacarido desempefia funciones estructurales en los ojos, la piel y la membrana sinovial
articular. Grandes polimeros de HA (~ 10 e Da) también estimulan la motilidad celular y la proliferacién. Por otra
parte, los polimeros de HA mas cortos (~ 10 4 Da) a menudo tienen el efecto contrario. HA-oligosacaridos
compuestos de 10 a 14 azucares [HA 10-14 ] tienen posibilidades para la inhibicion del crecimiento celular del cancer y
la metastasis. En un ensayo en vivo, los ratones inyectados con diversas lineas invasivas y virulentas de células
tumorales (melanoma, glioma, carcinomas de pulmén, mama y ovario) desarrollar una serie de tumores grandes y
mueren en cuestion de semanas. El tratamiento con HA oligosacéaridos reduce en gran medida el nimero y el
tamafio de los tumores. La metastasis, la fuga de las células cancerosas en todo el cuerpo, es uno de los mayores
temores tanto del paciente enfermo y el médico. HA o HA-oligosacaridos como parecen servir como un tratamiento
complementario para inhibir el crecimiento del cancer y metastasis.

[0026] Se cree que el modo de accién preliminar de los azlcares HA-oligosacaridos estar mediada por la unién o la
interaccion con una de varias proteinas importantes HA-unién (probablemente CD44 o RHAM) en el cuerpo de un
mamifero. Un escenario propuesto para la accion contra el cancer de HA-oligosacaridos es que multiples moléculas
de proteina CD44 en una célula cancerosa pueden unirse simultdneamente a un polimero largo HA. Esta activacion
multivalente HA causas de unién a CD44 (tal vez mediada por la dimerizacion o un evento de parches receptor) que
desencadena la activacion de las células del cancer y la migraciéon. Sin embargo, si la célula de cancer se inunda
con pequefias HA-oligosacaridos, a continuacion, cada molécula CD44 se une una molécula de HA individualmente
diferente de una manera monovalente tal que no se produzca la dimerizacion / evento parches. Por lo tanto no hay
sefial de activacion se transmite a la célula. Actualmente, se cree que el tamafio éptimo HA-azlcar es de 10 a 14
azucares. Aunque este tamafio puede basarse mas en el tamafio de HA actualmente disponibles para probar en
lugar de bhiolégica es decir, la funcionalidad de, ahora que las moléculas de HA y derivados de HA-como <10
azucares estan disponibles de acuerdo a las metodologias de la presente invencion, el tamafio 6ptimo HA o la
composicion de oligosacarido puede encontrarse a ser diferente.

[0027] También se ha demostrado que el tratamiento con ciertos anticuerpos anti-CD44 o CD44-acido nucleico
antisentido previene el crecimiento y la metastasis de las células cancerosas de una manera similar a la de HA-
oligosacaridos; en comparacion con los azUcares, sin embargo, estos reactivos a base de acido de proteina y
basados en nucleicos son algo dificil de administrar en el cuerpo y / o pueden tener efectos negativos a largo
plazo. Un atributo muy deseable de HA-oligosacaridos para la terapéutica es que estas moléculas de azucar son
subproductos naturales que pueden ocurrir en pequefias cantidades en el cuerpo humano sano durante la
degradacion del polimero de HA; son obvias la toxicidad no desfavorable innata, la antigenicidad, o preocupaciones
alergénicas.

[0028] Otras areas emergentes para el potencial uso terapéutico de oligosacaridos HA son la estimulacion de la
formacion de vasos sanguineos y la estimulacion de la maduracion de las células dendriticas. Mejora de la
cicatrizacion de heridas y reabastecimiento oxigenacion cardiaca puede ser aplicaciones adicionales que potencien
la capacidad de los oligosacaridos de HA para hacer que las células endoteliales para formar tubos y brotar nuevos
vasos. Las células dendriticas poseen actividad adyuvante en la estimulacion de respuestas celulares especificas T
CD4 y CD8. Por lo tanto, las células dendriticas son objetivos en las estrategias de desarrollo de vacunas para la
prevencion y tratamiento de infecciones, reacciones de aloinjertos, enfermedades alérgicas y autoinmunes y cancer.

[0029] Heparina interactia con muchas proteinas en el cuerpo, pero dos clases muy interesantes son las proteinas
de la cascada de la coagulacion y factores de crecimiento. Antitrombina Il [ATII] y ciertas otras proteinas de
hemostasia son inhibidores 100.000 veces mas potentes de la coagulacion de la sangre cuando se compleja con la
heparina. De hecho, la heparina es tan potente que debe ser utilizado en un entorno hospitalario y requiere un
control cuidadoso para evitar la hemorragia. Las formas mas nuevas, procesados de menor peso molecular de la
heparina son mas seguros, pero este material es todavia una mezcla compleja. Se ha demostrado que un
pentasacéarido en particular (5 azlcares de largo) que se encuentra en la heparina es responsable del efecto
anticoagulante-ATIIl. Pero puesto que la heparina es un polimero muy heterogénea, es dificil aislar el pentasacarido
(5 azucares de largo) en un estado puro. El pentasacarido se puede preparar también en una sintesis quimica
convencional que implica de 50 a 60 pasos. Sin embargo, la alteracién de la sintesis o la preparaciéon de una
variedad de analogos en paralelo no siempre es factible, ya sea quimica o econémicamente.
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[0030] Muchos factores de crecimiento, incluyendo VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), HBEGF (factor
de crecimiento de fibroblastos), y FGF (factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina), se unen a las células
por interactuar simultaneamente con el receptor del factor de crecimiento y una heparina de proteoglicanos de la
superficie celular; sin el resto de la heparina, la potencia del factor de crecimiento cae en picada. La proliferaciéon
celular se modula en parte por heparina; Por lo tanto, las enfermedades como el cancer y la aterosclerosis son
objetivos potenciales. La proliferacion anormal o no deseada se veria disminuida si el factor de crecimiento fue
prevenido por el objetivo de la estimulacién de las células en estado de enfermedad mediante la interaccion con un
oligosacarido analogo similar a la heparina en lugar de un receptor unido a la superficie. Alternativamente, en ciertos
casos, los oligosacaridos de heparina solos han demostrado tener efectos estimulantes.

[0031] La condroitina es el mas abundante GAG en el cuerpo humano, pero la totalidad de sus funciones biologicas
especificas aln no estan claras. Es un fenédmeno como consecuencia de células neurales que parece estar
modulada por condroitina. Ambos efectos estimuladores e inhibidores se han observado dependiendo de la forma de
condroitina y el tipo de célula. Por lo tanto, condroitina o similares moléculas son de utilidad en las conexiones
sinapticas de re-cableado después de las enfermedades degenerativas (por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer) o
trauma paralitico. La forma epimerizado de condroitina (GIcUA lo convierte en isémero C5, acido idurénico o IdoUA),
dermatan, inhibe selectivamente ciertas proteinas de la coagulacion tales como la heparina cofactor Il. Mediante la
modulacion de esta proteina en la via de coagulacion en lugar de ATIII, dermatan parece permitir un margen de
seguridad mayor que la heparina tratamiento para la reduccion de trombos o coagulos que provocan accidentes
cerebrovasculares y ataques cardiacos.

[0032] En las solicitudes de patente que se hace referencia y se incorporan en el presente documento, varios
catalizadores practicos de bacterias Pasteurella que permiten la sintesis de los tres GAGs humanos mas
importantes (es decir, los tres acidos conocidos GAGs) se describen y se activan (por ejemplo, HA, condroitina, y
heparina).

[0033] Todo el conocido HA, condroitina y heparosano / enzimas / sulfato de heparina de glicosiltransferasas
heparan que sintetizan las cadenas principales de azlcar de repeticion alterna en microbios y en los vertebrados
utilizar precursores de UDP-azUlcar y cofactores metalicos divalentes (por ejemplo, magnesio, cobalto, y / o de iones
de manganeso) cerca de pH neutro de acuerdo con la reaccién general:

NUDP-GIcUA + NUDP-HexNAc2nUDP + [GIcUA-HexNACc] »

donde HexNAc = GIcNAc o GalNAc. Dependiendo de la GAG especifica y el organismo o tejido particular
examinado, y el grado de polimerizaciéon, n, varia de aproximadamente 25 a aproximadamente 10.000. Las
moléculas mas pequefias se pueden hacer in vitro, segin se desee. Si el GAG se polimeriza mediante un Unico
polipéptido, la enzima se llama una sintasa o co-polimerasa.

[0034] Como se indica anteriormente en lo incorporado por referencia en la seccion "Referencia cruzada" de esta
solicitud, el inventor ha descubierto previamente cuatro nuevos catalizadores de doble accidon enzimaticos de
distintos aislamientos de la bacteria Gram-negativa Pasteurella multocida utilizando diversas estrategias de biologia
molecular. P. multocida infecta a las aves de corral, cerdos y ganado, asi como muchas especies de fauna
silvestre. Las enzimas son: una HA sintasa, o pmHAS (véase el documento US Ser No. 10 / 217.613, presentado el
12 de agosto 2002, cuyos contenidos completos se incorporan expresamente en este documento por
referencia.); una sintasa de condroitina, o PMC (véase el documento US Ser No. 09 / 842.484, presentada el 25 de
abril 2002, todo el contenido de las cuales se incorporan expresamente en el presente documento por referencia.); y
dos sintasas heparosano, o PmHS1 y PmHS2 (véase el documento US Ser. No. 10 / 142.143, presentada el 8 de
mayo de 2002, todo el contenido de las cuales se incorporan expresamente en este documento por referencia).

[0035] La mayoria de las proteinas de membrana son relativamente dificiles de estudiar debido a su insolubilidad en
solucion acuosa, y el HSS nativa no son una excepcion. Sin embargo, el inventor ha demostrado en la solicitud
anterior, incorporado aqui anteriormente, que son de larga duracion, secuencia nativa PmHS1 o PmHS2 se puede
convertir en un mayor rendimiento, las proteinas solubles que son purificable por la adicién de compafieros de fusion
de proteina, tal como, pero no limitado , la proteina de unién a maltosa (MBP).

[0036] La presente invencion abarca métodos para producir una variedad de moléculas Unicas biocompatibles y
recubrimientos a base de polisacaridos. Polisacaridos, especialmente los de la clase de glucosaminoglucanos, sirven
para numerosas funciones en el cuerpo como elementos estructurales y moléculas de sefalizacién. Pueden
utilizarse las composiciones de biomaterial de la invencion actualmente descrita y reivindicada, por ejemplo, pero no
a modo de limitacion, para aumentar los tejidos y para superficies de recubrimiento de implantes. Los recubrimientos
de polisacaridos de la presente invencién son Utiles para la integracion de un objeto extrafio dentro de una matriz de
tejido circundante. Por ejemplo, los componentes artificiales de un dispositivo podrian ser enmascarados por el
recubrimiento biocompatible para reducir inmunoreactividad o inflamacion.

[0037] La presente invencion se refiere a una composicion de biomaterial que incluye un polimero heparosano
aislado. El polimero heparosano aislado es biocompatible con un paciente mamifero y esta representado por la
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estructura (-GlcUA-beta-1,4-GIcNAc-alfa-1,4-) n, en donde n es un entero positivo mayor o igual a 1. En una
realizacién, n puede ser mayor que 10, mientras que en otras realizaciones, n puede ser aproximadamente cerca de
1,000. La composicion de biomaterial no es sustancialmente susceptible a hialuronidasas y por lo tanto no esta
sustancialmente degradado en vivo. Ademds, la composicion de biomaterial puede producirse de forma
recombinante como se describe en detalle en este documento, o la composicion de biomaterial puede ser aislado y
purificado a partir de fuentes naturales mediante cualquier método de aislamiento / purificacion conocidos en la
técnica.

[0038] EIl polimero heparosano de la composicion de biomaterial puede ser lineal o reticulado. La composicion de
biomaterial de la presente invencion puede administrarse a un paciente por cualquier medio conocido en la
técnica; por ejemplo, pero no a modo de limitacién, la composicion de biomaterial puede ser inyectable y / o
implantable. Ademas, la composicion de biomaterial puede estar en un gel o estado semi-sélido, una suspension de
particulas, o la composicion de biomaterial pueden estar en una forma liquida.

[0039] Alternativamente, el polimero heparosano de la composiciéon de biomaterial puede estar unido a un
sustrato. Cuando esta unido a un sustrato, el polimero heparosano aislado puede ser covalentemente (a través de
un enlace quimico) o no covalente (a través de enlaces débiles) unido al sustrato. Ejemplos de sustratos que pueden
ser utilizados de acuerdo con la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, silice, silicio, semiconductores,
vidrio, polimeros, compuestos organicos, compuestos inorganicos, metales y combinaciones de los mismos. Cuando
el sustrato es un metal, el metal puede incluir, pero no se limita a, oro, cobre, acero inoxidable, niquel, aluminio,
titanio, aleaciones termosensibles y combinaciones de los mismos.

[0040] La presente invencion también se compone de composiciones de biomaterial que comprimen un gel
reticulado que forman heparosano aislado y al menos un agente de reticulacion. El agente de reticulaciéon puede ser
cualquier agente de reticulacién conocido en la técnica; ejemplos especificos de agentes de reticulacion que se
pueden utilizar de acuerdo con la presente invencion incluye, pero no se limitan a, aldehidos, epéxidos, compuestos
de poliaziridilo, éteres de glicidilo, sulfonas de divinilo, y combinaciones y derivados de los mismos.

[0041] Cualquiera de las composiciones de biomaterial de la invencién actualmente descrita y reivindicada puede ser
un biomaterial hidratante que protege de la deshidratacion; alternativamente, cualquiera de las composiciones de
biomaterial de la presente invencién puede ser un biomaterial lubricante.

[0042] Otro aspecto de la invencion actualmente descrita y reivindicada estd relacionado con kits para la
administracion en vivo de las composiciones de biomaterial descritos anteriormente en este documento a un
paciente de los mamifero.

[0043] La invencion actualmente descrita y reivindicada también se refiere a métodos para proporcionar un
revestimiento sobre una superficie de un implante sintético. En tales métodos, se proporcionan un implante sintético
y la composiciéon de biomaterial descrito anteriormente en este documento. La composicion de biomaterial esta
dispuesto sobre al menos una porcion de la superficie del implante sintético y se deja formar un recubrimiento sobre
la superficie del implante.

[0044] La invencion actualmente descrita y reivindicada se relaciona también esta relacionada con los métodos de
aumentar el tejido en un paciente. En tales métodos, se proporciona la composicion de biomaterial descrito
anteriormente en este documento, y una cantidad eficaz de los mismos se administra al paciente mamifero. La
composicion de biomaterial se puede administrar al paciente por cualquier método conocido en la técnica, tales
como, pero no limitado a, la inyeccién y / o implantacion. Cuando se inyecta, la composicién de biomaterial puede
estar en un estado liquido o una suspension de particulas, mientras que cuando se implanta, la composicion de
biomaterial puede estar en un estado de gel o semi-sélido, o puede estar unido a un sustrato.

[0045] La invencion actualmente descrita y reivindicada también comprende composiciones de biomaterial que
comprende un gel reticulado que consta de heparosano aislado y al menos un agente de reticulacion. El agente de
reticulacion puede ser cualquier agente de reticulacion conocido en la técnica; ejemplos especificos de agentes de
reticulacion que se pueden utilizar de acuerdo con la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, aldehidos,
epoxidos, compuestos de poliaziridilo, éteres de glicidilo, sulfonas de divinilo, y combinaciones y derivados de los
mismos.

[0046] La invencion actualmente descrita y reivindicada también se refiere a métodos de reparacion de huecos en
los tejidos de los mamiferos, que comprende inyectar / implantar la composicion del biomaterial descrito
anteriormente en este documento en dichos huecos.

[0047] La invencion actualmente descrita y reivindicada también se refiere a métodos de creacion de huecos o
viscera en los tejidos de los mamiferos, que comprende inyectar / implantar la composicion del biomaterial descrito
anteriormente en este documento en un tejido o una construccién de ingenieria de tejidos para crear dichos huecos
0 viscera.
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[0048] La actualmente descrita y reivindicada invencién también se refiere a métodos de cirugia reparadora o cirugia
plastica, que comprende el uso de las composiciones de biomaterial descritos aqui anteriormente como material de
relleno.

[0049] La invencién actualmente descrita y reivindicada se refiere ademas a métodos de aumento y / o el tratamiento
de la deficiencia de la piel dérmica en un mamifero, que comprende inyectar y / o la implantacion de una
composicion de biomaterial como se ha descrito anteriormente en este documento en dicho mamifero. La
composicion de biomaterial es biocompatible, hinchable, hidréfilo y sustancialmente no toxico, y las olas composicion
de biomaterial al entrar en contacto con fluidos fisioldgicos en el sitio de inyeccion / de implantacion.

[0050] El método de aumento dérmico de la invencion actualmente descrita y reivindicada es especialmente
adecuado para el tratamiento de deficiencias contorno de la piel, que a menudo son causadas por el envejecimiento,
la exposicion del medio ambiente, la pérdida de peso, teniendo hijos, lesiones, cirugia, ademas de enfermedades
como el acné y cancer. Adecuado para el tratamiento por el método de la presente invencion son las deficiencias de
contorno, como las lineas de expresion, preocupacion lineas, arrugas, patas de gallo, lineas de marioneta, estrias y
cicatrices internas y externas resultantes de una lesion, herida, mordedura, cirugia o accidente.

[0051] "Aumento dérmico" en el contexto de la invencion actualmente descrita y reivindicada se refiere a cualquier
cambio del estado natural de las zonas de la piel y relacionadas de un mamifero debido a actos externos. Las areas
gue se pueden cambiar por aumento dérmico incluyen, pero sin limitarse a, la epidermis, la dermis, la capa
subcutanea, grasa, musculo erector pildora, tallo del pelo, de los poros de sudor, y la glandula sebacea.

[0052] Ademas, la invencion actualmente descrita y reivindicada también se refiere a métodos de tratamiento médico
o profilactico de un mamifero, en el que dichos métodos comprenden la administracion de las composiciones de
biomaterial descritos en este documento a un mamifero en necesidad de tal tratamiento.

[0053] Ademas, la actualmente descrita y reivindicada invencion también se refiere a métodos de tratamiento o
profilaxis de aumento de tejidos en un mamifero, que comprende administrar una composicion médica o profilactico
gue se compone de gel de polisacarido que consta de la composicién de biomaterial se describe aqui.

[0054] La invencion actualmente descrita y reivindicada se refiere ademas a un sistema de suministro para una
sustancia que tiene actividad biolégica o farmacoldgica, comprendiendo dicho sistema una jaula molecular formado
de un gel reticulado de heparosano o un gel reticulado mixto de heparosano y al menos una otro polimero co-
polimerizable con el mismo e hidréfilo que tiene dispersa en ella una sustancia que tiene actividad biol6gica o
farmacoldgica y que es capaz de ser difundida de los mismos de una manera controlada.

[0055] Los biomateriales de la invencion actualmente descrita y reivindicada se pueden utilizar en cualquiera de los
métodos de la utilizacién de biomateriales conocidos en la técnica. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, las
composiciones de biomaterial de la invencion actualmente descrita y reivindicada se pueden utilizar en cualquiera de
los métodos de utilizaciéon de otros biomateriales conocidos que se describen en la patente US. Nos. 4.582.865,
concedida a Balazs et al.el 15 de abril 1986; 4.636.524, concedida a Balazs y otros el 13 de enero de
1987; 4.713.448, concedida a Balazs y otros el 15 de diciembre de 1987; 5.137.875, expedida a Tsununagay otros el
11 de agosto de 1992; 5.827.937, expedida a Ang el 27 de octubre de 1998; 6.436.424, expedida a Vogely otros el
20 de agosto de 2002; 6.685.963, expedida a Taupiny otros el 3 de febrero de 2004;y 7.060.287, concedida a
Hubbard y otros el 13 de junio de 2006. Todo el contenido de estas patentes se incorporan expresamente en este
documento por referencia, y por lo tanto cualquiera de los métodos descritos en la misma, cuando se utilizan con las
nuevas composiciones de biomaterial de la invencion actualmente reivindicada y dada a conocer, también caen
dentro del alcance de la presente invencion.

[0056] Otros ejemplos especificos de usos para las composiciones de biomaterial de la invencidon actualmente
descrita y reivindicada incluyen, pero no se limitan a, (a) un recubrimiento lubricante persistente sobre una superficie,
tal como, pero no limitado a, dispositivos quirdrgicos; (B) una crema hidratante de larga duracién; (C) un suplemento
viscoelastica para enfermedades comunes;y (d) un conducto para la sangre no oclusién no trombética (tal como,
pero no limitado a, un stent o vaso artificial, etc.). Ademas, las composiciones de biomaterial de la presente
invencion pueden ser utilizados en la ingenieria de tejidos para formar un conducto o viscera vaso o luz mediante el
uso de las composiciones de biomaterial de la invencién actualmente descrita y reivindicada como un fabricante de
un espacio tridimensional; en este caso, las células circundantes no se uniran a las composiciones de biomaterial de
la presente invencidn, con lo que tales composiciones de biomaterial muy adecuado para esta tecnologia.

[0057] Ademas, la invencion actualmente descrita y reivindicada incluye ademas métodos para hacer negocios
mediante la produccion de los polimeros de glucosaminoglucanos por los métodos descritos anteriormente en este
documento y la venta y la entrega de tales polimeros de glucosaminoglucanos a un cliente o la prestacion de tales
polimeros de glucosaminoglucanos a un paciente.
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[0058] Tal como se utiliza aqui, el término "heparosano" se entiende que se refiere a la precursora biosintética
natural de heparina y sulfato de heparina. El heparosano polimero de azlicar es una molécula de heparina
unepimerized no sulfatado, y también puede ser referido como "heparosano N-acetil".

[0059] EI término "tejido" como se usa aqui se entendera para referirse a una agrupacion de células dentro de un
organismo que se caracterizan de manera similar por su estructura y funcion.

[0060] El término "biomaterial" como se usa aqui se entendera para referirse a cualquier material no esteroideos
que pueden usarse para tratar, mejorar, proteger o reemplazar cualquier tejido, 6érgano o funcién en un organismo. El
término "biomaterial” también se refiere a un material derivado biolégicamente que se utiliza para su estructural en
vez de sus propiedades biolégicas, por ejemplo, pero no a modo de limitacion, a la utilizacién de colageno, la
proteina que se encuentra en el hueso y los tejidos conectivos, como un ingrediente cosmético, o para el uso de
hidratos de carbono modificados con procesos biotecnoldégicos como lubricantes para aplicaciones biomédicas o
como agentes de carga en la fabricacion de alimentos. Un "biomaterial" es cualquier material, natural o hecho por el
hombre, que comprende toda o parte de una estructura viva o dispositivo biomédico que realiza, argumenta, protege,
o reemplaza una funcién natural y que es compatible con el cuerpo.

[0061] Como se usa en el presente documento, cuando el término "aislado" se usa en referencia a una molécula, el
término significa que la molécula ha sido retirado de su entorno nativo. Por ejemplo, un polinucleétido o un
polipéptido presente naturalmente en un animal vivo no esta "aislado”, pero el mismo polinucleétido o polipéptido
separado de los materiales coexistentes de su estado natural estd "aislado". Ademas, las moléculas de ADN
recombinante contenidas en un vector se consideran aisladas para los fines de la presente invencion. Moléculas de
ARN aisladas incluyen in vivo o en productos de replicacion de ARN in vitro de moléculas de ADN y ARN. Moléculas
de acido nucleico aisladas incluyen ademas moléculas producidas sintéticamente. Ademas, las moléculas de vector
contenido en las células huésped recombinantes son también aislado. En general, esto también se aplica a los
hidratos de carbono en general. Por lo tanto, no todas las moléculas "aislados" tienen que ser "purificadas".

[0062] Tal como se usa en el presente documento, cuando el término "purificado” se usa en referencia a una
molécula, significa que la concentracion de la molécula de ser purificada se ha aumentado en relacién con moléculas
asociadas con ella en su entorno natural. Naturalmente moléculas asociadas incluyen proteinas, acidos nucleicos,
lipidos y azucares, pero generalmente no incluyen agua, tampones, y reactivos afiadidos para mantener la integridad
o facilitar la purificacién de la molécula de ser purificado.

[0063] Tal como se utiliza aqui, el término "sustancialmente purificado" se refiere a un compuesto que se extrae de
su entorno natural y es al menos 60% libre, preferentemente 75% libre, y lo mas preferiblemente 90% libre de otros
componentes con los que esta naturalmente asociado.

[0064] En la presente memoria, "sustancialmente puro" significa que una especie objeto es la especie predominante
presente (es decir, sobre una base molar es mas abundante que cualquier otra especie individual en la
composicion), y preferiblemente una fraccion sustancialmente purificada es una composicién en la que el objeto
especies comprende al menos aproximadamente 50 % (sobre una base molar) de todas las especies
macromoleculares presentes. Generalmente, una composicion sustancialmente pura comprenderd mas de
aproximadamente el 80 por ciento de todas las especies macromoleculares presentes en la composicion, tales como
mas de aproximadamente 85%, 90%, 95% y 99%. En una realizacion, la especie objeto se purifica hasta
homogeneidad esencial (especies contaminantes no pueden detectarse en la composicion mediante métodos de
deteccion convencionales) donde la composicidn consiste esencialmente en una Unica especie macromolecular.

[0065] Tal como se utiliza aqui, el término "sustrato” se entiende que se refiere a cualquier superficie de la que un
recubrimiento puede estar dispuesto Ejemplos de sustratos que pueden ser utilizados de acuerdo con la presente
invencion incluye, pero no se limitan a, silice, silicio, vidrio , polimeros, compuestos organicos, compuestos
inorganicos, metales y combinaciones de los mismos. Cuando el sustrato es un metal, el metal puede incluir, pero no
se limita a, oro, cobre, acero inoxidable, niquel, aluminio, titanio, aleaciones termosensibles y combinaciones de los
mismos.

[0066] Los términos "gel" y "semi-sélido" se usan indistintamente en este documento y se entendera para incluir un
sistema coloidal, con la apariencia de un sélido, en la que un sdlido se dispersa en un liquido; el compuesto puede
tener una tension de fluencia limitado. El término "gel" se refiere también a una gelatina como material formado por
la coagulacién de un liquido coloidal. Muchos geles tienen una matriz fibrosa e intersticios llenos de liquido: los geles
son viscoelastico en lugar de simplemente viscoso y pueden resistir una cierta tension mecanica sin
deformacion. Cuando se aplica presion a geles o semi-solidos, se ajustan a la forma en la que se aplica la presion.

[0067] EIl término "hidrogel" se utiliza aqui para describir una red de cadenas de polimeros que son insolubles en
agua, a veces se encuentra en forma de gel coloidal en la que el agua es el medio de dispersion. Los hidrogeles son
polimeros naturales o sintéticos muy absorbentes, y pueden contener mas del 99% de agua. Los hidrogeles también
poseen un grado de flexibilidad muy similar al tejido natural, debido a su contenido significativo de agua.
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[0068] Ademas, los péptidos y / o sustancias biolégicamente activas mas grandes pueden ser encerrado en
hidrogeles, formando asi una composicion de liberacion sostenida.

[0069] Tal como se utiliza aqui, el término "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de una composicion de
biomaterial o conjugado o derivado del mismo suficiente para exhibir un efecto terapéutico o profilactico detectable
sin efectos secundarios adversos indebidos (tales como toxicidad, irritacion y respuesta alérgica) acorde con una /
beneficio razonable relacién riesgo cuando se usa de la manera de la invencién. La cantidad eficaz para un sujeto
dependera del tipo de sujeto, el tamafio y la salud del sujeto, la naturaleza y gravedad de la afeccion a tratar, el
método de administracion, la duracion del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si la hay) , las
formulaciones especificas empleadas, y similares. Por lo tanto, no es posible especificar una cantidad eficaz exacta
por adelantado. Sin embargo, la cantidad eficaz para una situacion dada puede ser determinada por un experto
normal en la técnica usando experimentacion de rutina sobre la base de la informacion proporcionada en este
documento.

[0070] EI término "sustancialmente monodispersas de tamafio" como se usa aqui se entendera para referirse a
polimeros glycoasminoglycan definidas que tienen una distribucion de tamafio muy estrecha. Por ejemplo, los
polimeros de glucosaminoglucanos sustancialmente monodispersas que tienen un peso molecular en un intervalo de
aproximadamente 3,5 kDa a aproximadamente 0,5 MDa tendra un valor de polidispersidad (es decir, Mw / Mn, donde
Mw es el peso molecular promedio y Mn es el peso molecular medio numérico) en un intervalo de aproximadamente
1,0 a aproximadamente 1,1, y preferiblemente en un intervalo de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 1,05. En
otro ejemplo, los polimeros de glucosaminoglucanos sustancialmente monodispersas que tienen un peso molecular
en un intervalo de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 4,5 MDa MDa tendran un valor de polidispersidad en el
intervalo de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 1,5, y preferiblemente en un intervalo de aproximadamente
1,0 a aproximadamente 1,2.

[0071] Tal como se utiliza aqui, el término "segmento de &cido nucleico" y "segmento de ADN" se utilizan
indistintamente y se refieren a una molécula de ADN que ha sido aislada libre de ADN gendémico total de una
especie particular. Por lo tanto, un ADN "purificado" o segmento de acido nucleico como se usa aqui, se refiere a un
segmento de ADN que contiene un heparosano sintasa (HS) secuencia de codificacion todavia esta aislado lejos de,
o purificada libre de, ADN gendmico no relacionada, por ejemplo, el total de Pasteurella multocida. Incluidos dentro
del término "segmento de ADN", son segmentos de ADN y fragmentos mas pequerios de tales segmentos, y también
vectores recombinantes, incluyendo, por ejemplo, plasmidos, cosmidos, fagos, virus, y similares.

[0072] En una realizacion de la invencién actualmente descrita y reivindicada, las composiciones de biomaterial de la
presente invencién se pueden producir usando transferasas de glucosaminoglucanos recombinantes como se
describe en las solicitudes de patentes anteriores del inventor de que previamente se han incorporado en el presente
documento. Las transferasas glycosaminglycan recombinantes utilizadas de acuerdo con la presente invencion se
pueden seleccionar del grupo que consiste de: a heparosano sintasa recombinante que tiene una secuencia de
aminoacidos como se establece en al menos una de las SEQ ID NOS: 2, 4, y 6-8; una sintasa heparosano
recombinante codificado por la secuencia de nucleétidos de al menos uno de SEQ ID NOS: 1, 3 y 5; una sintasa
heparosano recombinante codificada por una secuencia de nucleétidos capaz de hibridarse a un complemento de la
secuencia de nucleétidos de al menos uno de SEQ ID NOS: 1, 3y 5 en condiciones de hibridacion que comprende la
hibridacion a una temperatura de 68 ° C en 5 x SSC / 5 x solucion de Denhardt / 1,0% SDS, seguido de lavado en 3
X SSC a 42 ° C .; una sintasa heparosano recombinante codificada por una secuencia de nucleétidos capaz de
hibridarse a un complemento de una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos como se
establece en al menos una de las SEQ ID NOS: 2, 4 y 6-8 en condiciones de hibridacion que comprenden la
hibridaciéon en una temperatura de 68 ° C en 5 x SSC / 5 x solucién de Denhardt / 1,0% SDS, seguido de lavado en 3
X SSC a 42 ° C .; una sintasa heparosano recombinante codificada por una secuencia de nucleétidos capaz de
hibridarse a un complemento de la secuencia de nucleétidos de al menos uno de SEQ ID NOS: 1, 3y 5 en
condiciones de hibridacion que comprende la hibridacion a una temperatura de 30 ° C en 5 x SSC , 5 x reactivo de
Denhardt, 30% de formamida durante 20 horas, seguido por lavado dos veces en 2 x SSC, 0,1% SDS a
aproximadamente 30 ° C durante aproximadamente 15 min seguido de 0,5 x SSC, 0,1% SDS a aproximadamente 30
° C. durante unos 30 minutos; y una sintasa heparosano recombinante codificada por una secuencia de nucle6tidos
capaz de hibridarse a un complemento de una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos
como se establece en al menos una de las SEQ ID NOS: 2, 4 y 6-8 en condiciones de hibridacion que comprenden
la hibridacion a una temperatura de 30 ° C en 5 x SSC, 5 x reactivo de Denhardt, 30% de formamida durante 20
horas, seguido por lavado dos veces en 2 x SSC, 0,1% SDS a aproximadamente 30 ° C durante aproximadamente
15 min seguido por 0,5 x SSC, SDS al 0,1% a aproximadamente 30 ° C durante unos 30 minutos. Sintasas
heparosano recombinantes que caen dentro del alcance de la descripcién anterior y se pueden utilizar de acuerdo
con la presente invencién se han descrito en detalle en la patente de EE.UU. emitida del inventor. N° 7.307.159,
emitida 11 de diciembre 2007; y las solicitudes de patente del inventor de EE.UU. Ser. N° 11 / 906.704, presentada
el 03 de octubre 2007;y US Ser. N° 10 / 814.752, presentada el 31 de marzo 2004; todo el contenido de cada uno
de los cuales se incorporan expresamente en este documento por referencia.

[0073] El uso de genes truncados transferasa de glucosaminoglucanos para producir las composiciones de
biomaterial de la invencion actualmente descrita y reivindicada también caen dentro de la definicion de secuencias
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preferidas como se expuso anteriormente. Por ejemplo, la eliminacion de los dltimos 50 residuos o los primeros 77
residuos de PmHS1 (SEQ ID NOS: 7 y 8, respectivamente) no inactiva su funciéon catalitica (Kane et al.,
2006). Aquellos de experiencia ordinaria en la técnica apreciaran que se pueda lograr la eliminacién de aminoacidos
sencilla desde cualquier extremo de la secuencia GAG sintasa. Las versiones truncadas de la secuencia tienen que
simplemente ser comprobado para la actividad con el fin de determinar si dicha secuencia truncada es todavia capaz
de producir GAGs. Las otras sintasas GAG descritos y reivindicados en la presente memoria también son
susceptibles de truncamiento o alteracion con la preservacion de la actividad, y los usos de tales sintasas GAG
truncadas o alternados también caen dentro del alcance de la presente invencion.

[0074] Las transferasas de glucosaminoglucanos recombinantes utilizadas de acuerdo con la presente invencién
también abarcan secuencias esencialmente como se expone en SEQ ID NOS: 1-8. El término "una secuencia
esencialmente como se expone en la SEC ID NO: X significa que la secuencia corresponde sustancialmente a una
porciéon de SEQ ID NO: X y tiene relativamente pocos aminoacidos o codones que codifican los aminoacidos que no
son idénticos a, o un biolégicamente equivalente funcional de, los aminoacidos o codones que codifican los
aminoacidos de SEQ ID NO: X. El término "equivalente biolégicamente funcional" se entiende bien en la técnica y se
define adicionalmente en detalle en este documento, como un gen que tiene una secuencia esencialmente como se
expone en SEQ ID NO: X, y que se asocia con la capacidad de los procariotas para producir HA o un polimero
heparosano in vitro o en vivo. En los ejemplos anteriores X se refiere a cualquiera de SEQ ID NO: 1-8 o cualesquiera
secuencias adicionales establecidos en este documento, tales como las versiones truncadas o mutadas de pmHS1
gue estan contenidos generalmente en SEQ ID NOS: 7-8.

[0075] La técnica esta repleta de ejemplos de la capacidad del practicante de hacer cambios estructurales a un
segmento de acido nucleico (es decir, codificacién conservado o sustituciones de aminoacidos semi-conservados) y
aln conservar su actividad enzimatica o funcional cuando se expresa. Véase, por ejemplo especial de la literatura
que acredite tales: (1) Risler y otros. Las sustituciones de aminoacidos en las proteinas relacionadas
estructuralmente. Un enfoque de reconocimiento de patrones. J. Mol. Biol. 204: 1019-1029 (1988) [. . . de acuerdo
con la intercambiabilidad observado de cadenas laterales de aminoacidos, so6lo cuatro grupos podrian ser
delineadas; (1) lle y Val; (li) Leu y Met, (iii) Lys, Arg, y GIn, y (iv) Tyr y Phe].;(2) Niefind et al. Aminoacidos de similitud
Coeficientes para modelado de proteinas y Secuencia alineacién Derivado de Principal-Cadena plegable Analis. J.
Mol. Biol. 219: 481-497 (1991) [parametros de similitud permiten sustituciones de aminoacidos que se disefien]; y (3)
Overington y otros. Aminoacidos Tablas especificas del entorno de sustitucion Plantillas Terciario y Prediccién de los
pliegues de proteinas, Protein Science 1: 216-226 (1992) [Andlisis del patron de sustituciones observadas en funcién
del entorno local muestra que hay patrones distintos. . . . Se pueden hacer cambios compatibles.]

[0076] Es ampliamente reconocido que un par de enzimas distintas, incluso con 30, 50 o 70% de identidad o
similitud en el sitio activo (de las regiones funcionales) de los mismos puede poseer la misma actividad
catalitica. Como la mayoria de la secuencia de la proteina es un andamio para el sitio activo, no se requiere que
todas las regiones de las enzimas sean exactamente iguales entre homoélogos o andlogos funcionales de la
enzima. Ademas, algunas secuencias adicionales (no cataliticos) también pueden estar presentes, reduciendo asi
los niveles totales de similitud de proteinas. Por lo tanto, las regiones funcionales (y secuencias no enteras) deben
ser la base para las comparaciones de similitud entre dos enzimas.

[0077] Estas referencias y muchas otras, indican que un experto ordinario en la técnica, dada una secuencia de
acido nucleico o un aminoacido, podria hacer sustituciones y cambios en la secuencia de acidos nucleicos sin
cambiar su funcionalidad (ejemplos especificos de tales cambios se dan en lo sucesivo, y generalmente se
establecen en la SEQ ID NOS: 7-8).Ademas, un segmento de acido nucleico sustituido puede ser altamente idéntica
y retener su actividad enzimatica con respecto a su padre no adulterada, y sin embargo todavia no poder hibridar al
mismo. Adicionalmente, la presente solicitud describe 4 enzimas y numerosos mutantes de estas enzimas que auin
conservan al menos el 50% de la actividad enziméatica de la enzima, es decir los padres no mutada, %2 de la actividad
transferasa de accion dual de la matriz sin adulterar. Como tal, las variaciones de las secuencias y enzimas que
caen dentro de las limitaciones funcionales definidos anteriormente se han descrito en las aplicaciones incorporadas
por referencia. Un experto ordinario en la técnica, dada la presente memoria descriptiva y las divulgaciones de las
solicitudes principales incorporados por referencia, seria capaz de identificar, aislar, crear, y probar ADN en
secuencias y / o enzimas que producen natural o quimérico o hibrido moléculas de GAG. Como tal, la presente
invencion reivindicada y descrita no debe considerarse como limitada exclusivamente al uso de las secuencias
especificas descritas y / o incorporados por referencia en el presente documento.

[0078] La invencién actualmente descrita y reivindicada puede utilizar segmentos de acido nucleico que codifica un
HS enzimaticamente activa a partir de P. multocida -pmHS1 y / o PmHS2. Uno de experiencia ordinaria en la técnica
apreciara que las sustituciones se pueden hacer a los segmentos de acido nucleico o pmHS1 PmHS2 enumerados
en SEQ ID NO: 1, 3 y 5, respectivamente, sin desviarse fuera del alcance y reivindicarse de la presente
invencion. De hecho, se han hecho tales cambios y se describen a continuacién con respecto a los mutantes
producidos. Sustituciones de aminoacidos funcionalmente equivalente estandarizados y aceptados se presentan en
la Tabla Il. Ademas, otras enzimas analogas u homoélogas que son funcionalmente equivalentes a las secuencias
sintasa descritas también serian apreciados por los expertos en la técnica que son igualmente Utiles en los métodos

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2531279713

de la presente invencién, es decir, un nuevo método para controlar con precision el tamafo distribucion de
polisacéridos, a saber glucosaminoglucanos.

TABLA I
Grupo Aminoacido Sustituciones Conservadoras y Semi  -Conservadoras
Grupos NonPolares R Alanina, valina, leucina, Isoleucina, prolina, metionina,
Fenilalanina, Triptéfano
Grupos Polares R, pero sin carga Glicina, serina, treonina, cisteina, Asparagina, Glutamina
Grupos R Carga Negativa Acido Aspartico, Acido Glutamico
Grupos R Carga Positiva Lisina, Arginina, Histidina

[0079] Teniendo en cuenta la degeneracion del codigo genético, asi como sustituciones conservadas y semi-
conservadas, secuencias que tienen entre aproximadamente 40% y aproximadamente 99%; o mas preferiblemente,
entre aproximadamente 60% y aproximadamente 99%; o mas preferiblemente, entre aproximadamente 70% y
aproximadamente 99%; o mas preferiblemente, entre aproximadamente 80% y aproximadamente 99%; o incluso
mas preferiblemente, entre aproximadamente 90% y aproximadamente 99% de identidad a los nucle6tidos de al
menos uno de SEQ ID NO: 1, 3 y 5 seran secuencias que son "esencialmente como se establece en al menos uno
de SEQ ID NO: 1, 3y 5. Las secuencias que son esencialmente los mismos que los establecidos en al menos uno
de SEQ ID NO: 1, 3y 5 también puede ser definido funcionalmente como secuencias que son capaces de hibridar a
un segmento de acido nucleico que contiene el complemento de al menos una de las SEQ ID NO: 1, 3 y 5 bajo
condiciones estandar de hibridacién rigurosas, "condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas"”, "condiciones
de hibridacion menos rigurosas” o "hibridacion de baja rigurosidad condiciones" condiciones estandar adecuado o
menos estrictos hibridacién seran bien conocidas para los expertos en la técnica y se establezcan claramente en lo
que sigue. En una realizacion preferida, se utilizan condiciones de hibridacion rigurosas estandar o condiciones de
hibridacién menos rigurosas.

[0080] Los términos "condiciones estrictas de hibridacion estandar”, "condiciones moderadamente rigurosas"”, y las
condiciones de hibridacion menos rigurosas o "condiciones de hibridacion de baja rigurosidad" se usan en este
documento, se describen aquellas condiciones bajo las cuales segmentos de acido nucleico sustancialmente
complementarios formaran estandar de apareamiento de bases de Watson-Crick y por lo tanto "hibridar" el uno al
otro. Un nimero de factores son conocidos que determinan la especificidad de la unién o hibridacién, tales como el
pH; la temperatura; concentracion de sal; la presencia de agentes, tales como sulféxido de dimetil formamida y; la
longitud de los segmentos que hibridar; y similares. Hay varios protocolos para experimentos de hibridacién
estandar. Dependiendo de la similitud relativa de ADN diana y el ADN sonda o consulta, entonces la hibridacion se
realiza bajo condiciones de baja 0 menos estrictas rigurosas 0 moderadas.

[0081] La porcion de hibridacion de los acidos nucleicos de hibridacion tipica es al menos aproximadamente 14
nucleétidos de longitud, y preferiblemente entre 14 y 100 nucleétidos de longitud aproximadamente. La porcion de
hibridacion del acido nucleico de hibridacion es al menos 60%, por ejemplo, al menos 80% o0 al menos 90%
aproximadamente, idéntica a una porciéon o la totalidad de una secuencia de acido nucleico que codifica una
heparina / sintasa heparosano o su complemento, tales como SEQ ID NO: 1, 3 0 5 o el complemento de la
misma. La hibridacion de la sonda de oligonucleétido a una muestra de acido nucleico tipicamente se realiza bajo
condiciones de hibridacion estandar o estricta. Daplex de acido nucleico o la estabilidad del hibrido se expresa como
la temperatura de fusion o T m, que es la temperatura a la que una secuencia de acido nucleico de la sonda se
disocia de un ADN diana. Esta temperatura de fusion se utiliza para definir las condiciones de astringencia
requeridas. Si se han de identificar secuencias que estan relacionadas y sustancialmente idéntica a la sonda, en
lugar de idénticas, entonces son Utiles para establecer primero la temperatura mas baja a la que sélo se produce la
hibridacion homéloga con una concentracion particular de sal (por ejemplo, SSC, SSPE, o HPB). Entonces,
suponiendo que 1% de incompatibilidad resultados desalineamientos en un 1 ° C. disminucién de la T, la
temperatura del lavado final en la reaccion de hibridacién se reduce en consecuencia (por ejemplo, si las secuencias
que tienen> 95% de identidad con la sonda se buscan, la temperatura del lavado final se redujo en
aproximadamente un 5 C). En la practica, el cambio en T , puede estar entre aproximadamente 0,5 ° C y alrededor
de 1,5 ° C por 1% de desajuste. Ejemplos de condiciones de hibridacion rigurosas estandar incluyen la hibridacién a
aproximadamente 68 ° C en 5 x SSC / 5 x solucién de Denhardt / 1,0% SDS, seguido de lavado en 0,2 x SSC / 0,1%
SDS a temperatura ambiente o hibridacién en 1,8 x HPB en alrededor 30 ° C a 45 ° C, seguido por el lavado de un
0,2-0,5 x HPB en alrededor de 45 ° C. Moderadamente condiciones restrictivas incluyen hibridacion como se
describe anteriormente en 5 x SSC5 x solucion al 1% SDS lavado de Denhardt en 3 x SSC a 42 ° C. Los parametros
de concentracion de sal y la temperatura pueden variar para alcanzar el nivel 6ptimo de identidad entre la sonda y el
acido nucleico diana. Orientacién adicional con respecto a tales condiciones es facilmente disponible en la técnica,
por ejemplo, por Sambrook y otros, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Press,
NY); y Ausubel y otros (eds.), 1995, Current Protocols in Molecular Biology, (John Wiley & Sons, Nueva York). Varios
ejemplos de protocolos de astringencia bajas incluyen: (A) hibridar en 5 x SSC, 5 x reactivo de Denhardt, 30% de
formamida a aproximadamente 30 ° C durante aproximadamente 20 horas seguido de lavado dos veces en 2 x SSC,
0,1% SDS a aproximadamente 30 ° C durante aproximadamente 15 minutos, seguido de 0,5 x SSC, SDS al 0,1% a
aproximadamente 30 ° C durante unos 30 minutos (FEMS Microbiology Letters, 2000, vol 193, p 99-103..); (B)
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hibridar en 5 x SSC a aproximadamente 45 ° C, seguido toda la noche de un lavado con 2 x SSC, a continuacion, en
0,7 x SSC a aproximadamente 55 ° C. (J. Métodos Viological, 1990, vol. 30, p. 141- 150);0 (C) hibridacion en 1,8 x
HPB a unos 30 ° C a 45 ° C; seguido de lavado en 1 x HPB a 23 ° C.

[0082] Los segmentos de ADN que pueden ser utilizados para producir las composiciones de biomaterial de la
invencion actualmente descrita y reivindicada abarcan segmentos de ADN que codifican las proteinas del SA
equivalentes biolégicamente funcionales y péptidos. Tales secuencias pueden surgir como consecuencia de
redundancia de coddn y equivalencia funcional que se sabe que se producen naturalmente dentro de las secuencias
de acidos nucleicos y las proteinas asi codificadas. Alternativamente, proteinas o péptidos funcionalmente
equivalentes pueden crearse mediante la aplicacion de tecnologia de ADN recombinante, en que los cambios en la
estructura de proteinas pueden disefiarse, en base a las consideraciones de las propiedades de los aminoacidos
gue se intercambian. Los cambios disefiados por el hombre pueden introducirse mediante la aplicacion de técnicas
de mutagénesis dirigida al sitio, por ejemplo, para introducir mejoras en la actividad de la enzima o para la
antigenicidad de la proteina HS o para probar mutantes HS con el fin de examinar la actividad HS a nivel molecular o
a producir mutantes HS haber cambiado o nueva actividad enzimatica y / o especificidad de sustrato de azlcar.

[0083] Heparosano, un polimero de azlcar que es el precursor biosintético natural de la heparina y sulfato de
heparan, tiene numerosas caracteristicas que indican que este material exhibe un rendimiento mejorado en una
variedad de aplicaciones médicas o dispositivos médicos. En comparacién con HA y heparina, dos polimeros muy
estructuralmente similares utilizados en muchas aplicaciones actuales en varios mercados grandes, heparosano es
mas estable en el cuerpo, como no hay enzimas de origen natural degradar heparosano, y por lo tanto las
composiciones de biomaterial de la presente invencién deben tener ya tiempos de vida en comparaciéon con los
biomateriales utilizados actualmente. Ademas, heparosano interactia con menos proteinas (por tanto, menos
ensuciamiento) y células (por tanto, menos infiltracion, cicatrices, o coagulaciéon) en comparacion con los
biomateriales existentes.

[0084] En comparacién con los plasticos sintéticos o de carbono, el caracter hidréfilo naturales (aka gran apetencia
por el agua) caracteristicas de heparosano también mejoran la compatibilidad con los tejidos. Las proteinas animales
derivados (por ejemplo, colageno, albumina de suero bovino) y la hidroxiapatita de calcio a menudo tienen efectos
secundarios, incluyendo, pero no limitado a, provocar una respuesta alérgica y / o estimular la granulacion (5). Por
otro lado, incluso ciertas bacterias patdgenas utilizan heparosano para ocultar en el cuerpo ya que este polimero es
no inmunogénico (8-10). Las composiciones de biomaterial de la invencion actualmente descrita y reivindicada
producido a partir de una fuente no animal también prometen estar libres de agentes extrafios (por ejemplo, virus de
vertebrados, priones) que podrian contaminar los animales o las fuentes de origen humano.

[0085] Ciertos hidratos de carbono juegan un papel en la formacion y el mantenimiento de las estructuras de los
organismos multicelulares, ademas de papeles mas conocidos como nutrientes para la energia. Los
glucosaminoglucanos [GAG], polisacaridos lineales largos que consisten en repeticiones de disacaridos que
contienen un azicar amino, son bien conocidos por ser esenciales en los vertebrados (9, 11-15). Las estructuras de
GAG poseen muchos grupos negativos y estan equipadas con grupos hidroxilo, por lo tanto, estos azlcares tienen
una alta capacidad para adsorber agua e iones. La heparina / heparan (backbone [B4GIcUA-a4GIcNAc] ), la
condroitina (backbone [B4GIcUA-B3GalNAc] » ), y acido hialurénico (HA; columna vertebral [4GIcUA-B3GIcNAC] n)
son los tres GAG mas prevalentes en los humanos.Dependiendo del tipo de células y tejidos, los GAGs son
estructurales, la adhesion, y / o elementos de sefializacién. Unos microbios también producen revestimientos
inteligentes de polisacaridos extracelulares, llamados cépsulas, compuestas de cadenas de GAG que sirven como
factores de virulencia (9, 10). La capsula esta pensada para ayudar en la evasion de las defensas del huésped, tales
como fagocitosis y complemento. Como el polisacarido microbiano es idéntico o muy similar a la GAG anfitrion, la
respuesta de anticuerpos es muy limitada o inexistente.

[0086] Comercialmente, los polimeros GAG se extraen de cualquiera de los tejidos animales o cultivos
bacterianos. EI mercado actual de GAG es ~ $ 4-8 mil millones y va creciendo a medida que surgen mas
aplicaciones médicas. Por ejemplo, la heparina es el farmaco mas utilizado (un anticoagulante) en los hospitales.

[0087] La produccion de las especies heparinoides finales se encuentran en animales y requiere mdltiples etapas de

procesamiento en vivo (12). La ruta biosintética general para el sulfato de heparina / heparina en los seres humanos
y otros vertebrados es:
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Paso polimero Unidad Repita Nombre comun de
1.polimerizacion de columna (GIcNAc-GIcUA) , heparosano
vertebral

2.N-desacetilacion y N-sulfatacion (GIcNSO 4 - GICUA) N-sulfo- heparosano

3.epimerizacion de unidad de acido (GIcNSO 4 -IdoUA) ,
*

4.méas O-sulfatacion de azlcar- (GIcNSO 4[0SO 4] - IdoUA- heparan sulfato, heparina
unidades * [0SO 4]) n

* nota - niveles epimerization y sulfatacion varian en los tejidos y estado de desarrollo, y entre las especies.

[0088] En los seres humanos, heparosano sélo existe de forma transitoria, que sirve como un precursor de los
productos finales mas altamente modificadas de heparan sulfato y heparina. En contraste, las cepas bacterianas
establecidas en este documento producen heparosano como su producto final (16). Debido a la menos compleja
composicion de células bacterianas y a la facilidad relativa con la que su crecimiento y la expresién pueden ser
moduladas, la cosecha de un polimero a partir de microbios es mucho mas facil, mas escalable, y menos costosa
que la extraccion de tejidos animales.

[0089] Los rellenos dérmicos sirven para reemplazos de tejidos blandos o agentes de aumento (5, 6). La necesidad
de un relleno dérmico puede surgir de envejecimiento (pérdida de HA y elastina), trauma (pérdida de tejido), acné
(picaduras graves), y / o atrofia (emaciacion ciertas enfermedades incluyendo la lipoatrofia). Tres caracteristicas
importantes que deben poseer los rellenos dérmicos incluyen a) la capacidad de llenar el espacio, b) el
mantenimiento de la hidratacién, y c) biocompatibilidad (5). Actualmente, polisacaridos, proteinas, plasticos y
ceramicas han sido utilizados como biomateriales en rellenos dérmicos. Con respecto a la apariencia estética y la
facilidad de implantacion, geles inyectables mas suaves tienen mejores atributos; Por lo tanto, se utilizan
ampliamente polisacéaridos y proteinas. Ademas de los usos terapéuticos, aplicaciones cosméticas son cada vez
mas generalizada. Alternativas al tratamiento de relleno dérmico son el uso de la cirugia (i) de plastico
(endurecimiento de la piel), (ii) los agentes nerviosos como BOTOX® (relajar los musculos) matando, y (iii) el uso de
grasa autologa. En comparacion con los rellenos dérmicos, estas alternativas son mas invasivas y / o suelen dejar al
paciente con un aspecto poco natural (5, 6). Para las victimas de trauma, cicatrices, o enfermedad grave, un objetivo
de la terapia es infundir mas confianza en si mismo y una mejor disposicion; este efecto no debe descartarse, ya que
el estado mental de un paciente es importante para la curacion total.

[0090] Un objetivo importante de la bioingenieria es el disefio de dispositivos artificiales implantados para reparar o
para controlar el cuerpo humano. Polimeros de alta resistencia, aleaciones resistentes, versatiles y semiconductores
tienen muchas propiedades que hacen que estos materiales sean deseables para tareas de bioingenieria. Sin
embargo, el cuerpo humano tiene una amplia gama de defensas y respuestas que evolucionaron para prevenir
infecciones y para eliminar sustancias extrafias que dificulta la utilizacion de sustancias artificiales modernas (17,
18). La mejora de la biocompatibilidad de estos materiales eliminara un cuello de botella importante en el avance de
la bioingenieria.

[0091] Un ejemplo destacado de una necesidad médica de recubrimientos superficiales mejoradas se encuentra en
la enfermedad cardiovascular. Los dafios causados por esta enfermedad son un problema muy frecuente y
costoso; el sistema del paciente es la falta de oxigeno y nutrientes debido a la mala circulacion sanguinea. La
disponibilidad de injertos de vasos sanguineos a partir de trasplantes (ya sea autélogo o donante) se limita asi como
inasequible. Por lo tanto, la habilidad de crear nuevos vasos artificiales es una meta, pero se necesitara mas tiempo
para perfeccionar debido a la compleja ingenieria y necesidades biolégicas. Otra corriente intervencién terapéutica,
mas accesible emplea stents, dispositivos artificiales que mantienen abierta la cavidad interior del vaso sanguineo de
un paciente. Como sumada por Jordan & Chaikof, "El desarrollo de un injerto vascular de pequefio diametro
clinicamente duradera, asi como bhiosensores permanentemente implantables y sistemas de érganos artificiales que
se interconectan con sangre, incluyendo el corazon artificial, rifion, higado y pulmén, siendo limitado por la superficie
trombéticos respuestas inducidas "(7). Por lo tanto, para avanzar en esta tecnologia aun mas, se necesitan
recubrimientos de superficie tromborresistente que inhiben: (i) la proteina y de la célula de adsorcion, (ii) la formacion
de trombina y fibrina, y (iii) la activacion y agregacion de plaguetas.

[0092] Plasticos artificiales (poli [lactida] en Sculptra® (Sanofi-Aventis) o poli [metacrilato de metilo] en Artecoll®
(Artes Medical, Inc., San Diego, Calif.), Ceramica (hidroxiapatita de calcio en Radiesse® (Bioform Medical, Inc. , San
Mateo, California.)) o carbono puro tienen utilidad para muchas aplicaciones terapéuticas (1, 5, 7, 18), pero en
muchos aspectos, sus propiedades quimicas y fisicas no son tan éptimas como los polisacaridos para los objetivos
especificos de los rellenos dérmicos o revestimientos de superficies. Los problemas mas criticos son la falta de una
buena humectabilidad (debido a la pobre interaccion con el agua) y / o dureza (que conduce a una sensacion no
natural o fragilidad). La invencién actualmente reivindicada y descrita se relaciona con el uso de heparosano para
reemplazar y suplantar polimeros de azucar Utiles que son hidréfilos (amante del agua) y se pueden preparar en una
forma suave.
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[0093] Ademas de HA y heparina, otros polisacaridos tales como dextrano ([a6GlIc] ), celulosa ([B4Glc]n), o
quitosano ([B4GIcN], ) tener muchas propiedades Utiles, pero puesto que no son, naturalmente, aniénicas (cargadas
negativamente ), estos polimeros no imitan la matriz o las superficies extracelulares naturales de los vasos
sanguineos. La celulosa y dextrano pueden transformarse quimicamente en polimeros cargados que ayudan a
aumentar su biocompatibilidad y mejorar sus propiedades fisicoquimicas generales, pero las duras condiciones se
requieren conduciendo a problemas de variabilidad y de calidad de lote a lote. Por otro lado, GAGs, los polimeros
naturales, tienen cargas negativas intrinsecas.

[0094] HA y heparina se han empleado como revestimientos biomaterial para protesis y stents vasculares (vasos
sanguineos artificiales y soportes), asi como revestimientos sobre las lentes intraoculares y protesis de tejidos
blandos (7, 22). La razon fundamental es prevenir la coagulaciéon sanguinea, mejorar el ensuciamiento resistencia y
evitar la adhesion después de la cirugia (cuando los 6rganos se pegan de forma indeseable). Las composiciones de
biomaterial de la presente invencion también deberian ser adecuadas como un recubrimiento, como se describe en
mayor detalle después en este documento.

[0095] Una ventaja clave con heparosano es que ha aumentado bioestabilidad en la matriz extracelular en
comparacion con otros GAGs. Como con la mayoria de los compuestos sintetizados en el cuerpo, se hacen nuevas
moléculas, y después de servir a su propoésito, se descomponen en componentes mas pequefios para reciclaje. La
heparina y el heparan sulfato eventualmente son degradados y entregados por una Unica enzima conocida como
heparanasa (23, 24). Desafio experimental de heparosano y N-sulfo-heparosano con heparanasa, sin embargo,
muestra que estos polimeros que carecen de O-sulfatacion no son sensibles a la accién enzimatica in vitro (25,
26). Estos hallazgos demuestran que heparosano no esta fragmentado enzimaticamente en el cuerpo. En general,
esto indica que heparosano es un biomaterial muy estable.

[0096] Otra glucosaminoglucano, hialuronano [HA], es muy abundante en el cuerpo humano y se emplea
actualmente como un biomaterial para muchas aplicaciones (2, 5, 6, 27, 28). Sin embargo, una familia de enzimas
degradativas, llamados hialuronidasas, ataca HA en el cuerpo durante el recambio normal (29) de una manera
similar a la actividad de la heparanasa. Heparosano, aunque posee la misma composicion unidad de azucar, tiene
diferentes enlaces interaziicares que no son escindibles por las hialuronidasas (30) (FIG. 1). Por lo tanto se espera
heparosano a ser mas larga vida de HA, un biomaterial actualmente util, en el cuerpo humano. Para rellenos
dérmicos, esta caracteristica se traduce en una reduccion en el nimero de inyecciones que deban llevarse a cabo
(en la actualidad ~2-3 por afo). Para los productos basados en HA con la mayor cuota de mercado, las cadenas de
polisacaridos son reticulado, lo que dificulta la digestion hialuronidasa (6), pero se sigue produciendo la
escision; dicha escision se debilita y finalmente destruye la red de gel. Los dispositivos de la presente invencién
reivindicada y divulgada, que tienen ya recubrimientos duraderos, no deberian tener que ser removido / reemplazado
lo mas rapido y / o deberian tener tasas de fracaso / complicacion mas bajos en comparacién con los dispositivos de
biomateriales existentes.

[0097] Polimero heparosano se prevé que sea mucho mas estable en el compartimiento extracelular de HA como se
describié anteriormente. Sin embargo, si se generan fragmentos heparosano (por especies de oxigeno reactivo) y
luego internalizados en el lisosoma, estas cadenas sera degradada por beta-glucosidasa y beta-hexosaminidasa
enzimas residentes (que eliminan un azlcar a la vez de los extremos de la cadena) como heparina o HA (31). Por lo
tanto, el polimero heparosano es biodegradable y no es permanente y por lo tanto no debe causar un problema de
almacenamiento lisosomal. Una ventaja clave con heparosano es que ha aumentado bioestabilidad en la matriz
extracelular en comparacion con otros GAGs.

[0098] Heparosano es un polimero de azlcar transitoriamente existente en los mamiferos. En términos generales,
las moléculas que normalmente existen en el cuerpo son consideradas como “propias" y por lo tanto no son
sometidas al ataque de los anticuerpos, los fagocitos, o el sistema de complemento. Este hecho es empleado por
ciertas bacterias patdgenas que recubren a si mismos con moléculas idénticas o muy similares a albergar
moléculas. Dos tipos diferentes de bacterias, Pasteurella multocida tipo D (16) y Escherichia coli K5 (32), ambos
producen recubrimientos heparosano que son importantes para el camuflaje y se esconden de las defensas del
huésped (8, 32). Por lo tanto, heparosano se prevé que sea relativamente invisible a las defensas humanas de
primera linea.

[0099] Las funciones normales de sulfato de heparina / heparan en los vertebrados incluyen, pero no se limitan a, la
union factores de coagulacion (que inhiben la coagulacién de la sangre) y factores de crecimiento (sefializacion
células a proliferar o diferenciar) (33). Las estructuras clave de heparina / heparan sulfato que son reconocidos por
estos factores incluyen una variedad de patrones de O-sulfatacion y la presencia de acido idurénico [IdoUA]; en
general, los polimeros sin estas modificaciones no estimulan el crecimiento de la coagulacion celular (33). Por lo
tanto, geles o recubrimientos a base de heparosano no deberian provocar la coagulacién no deseada o el
crecimiento celular / modulacion.

[0100] EI sulfato de heparan también interactia con las moléculas de la matriz extracelular incluyendo el colageno

(33), pero heparosano no debe interactuar fuertemente bajo condiciones fisioldgicas normales. La deposicion de
colageno es parte del proceso normal de reparacion de la herida; por lo tanto, geles heparosano y revestimientos
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deberian evitar generar cicatrices. Otras proteinas que hacen heparina / heparan sulfato se unen y varios tipos de
células con otros receptores de proteinas para el heparan sulfato / heparina no deben adherirse a
heparosano. Ciertos factores quimiotacticos que se unen heparina no se sabe que se unen heparosano (33). Por lo
tanto, las células no deben buscar e infiltrar materiales a base de heparosano, poniendo asi en peligro su integridad
0 cambiar sus propiedades.

[0101] El hialuronano [HA] se hace normalmente como una gran polisacarido de peso molecular (n = 10 ¥4 unidades
de azucar), pero con el tiempo (~dia a semanas) HA se degrada en oligosacaridos mas pequefios (n = 4-20
unidades) (29, 34). Estos ultimos fragmentos tienen dos actividades bioldgicas (35-37) que pueden tener un impacto
directo en el cuerpo implantado con un biomaterial basado en HA. En primer lugar, estos fragmentos son
angiogénico, y por lo tanto causan nuevos vasos sanguineos para brotar. En segundo lugar, los fragmentos parecen
constituir una "sefial de peligro" en el que el cuerpo se alerta al potencial de ataque de patdégenos o dafios. En
ambos casos, estos sistemas de reparacion normales volveran a modelar o alterar los tejidos cerca del biomaterial
derivados de HA implantado o superficie con recubrimiento de HA, que puede ser perjudicial. Tanto la angiogénesis
y los eventos "sefiales de peligro” son iniciados por HA oligosacaridos de unién a los receptores de la superficie
celular; Receptores CD44 y de tipo de dafio, respectivamente, parecen ser las proteinas de sefializacion (38,
39). Heparosano, que es estructuralmente similar a la HA, no se une a CD44 (resultados preliminares de laboratorio,
DeAngelis). Ciertos linfocitos (células blancas de la sangre) con CD44 de superficie que interactian con HA también
no debe reconocer heparosano; se cree que ayuda a mover el CD44 de células de la sangre a los tejidos
(extravasion). Heparosano no debe servir como tal sitio de atraque, lo que limita la infiltracién de linfocitos del
biomaterial implantado o alrededores.

[0102] En general, heparosano es mas biolégicamente inerte de HA o heparina, tanto popular como biomateriales
altamente rentables. Para rellenos dérmicos y aplicaciones de cirugia reconstructiva, el espacio de llenado, las
caracteristicas de retencion de humedad del biomaterial se desean sin desencadenar los acontecimientos
posteriores, como la angiogénesis, inflamacion o infiltracion cascadas. Del mismo modo, las superficies heparosano
recubiertos deben interactuar libremente con el agua, pero las proteinas y las células no deben unirse fuertemente al
polimero.

[0103] Algunas aplicaciones médicas pueden requerir un material bioactivo o la modificacién de la superficie en lugar
de las propiedades inertes de heparosano. Heparosano todavia puede servir potencialmente como el andamio que
contiene o liberar estas moléculas bioactivas.

[0104] Actualmente, varios biomateriales aprobados (incluyendo el colageno y algunos HA) tienen limitaciones
debido a los componentes derivados de origen humano-animal o (5, 6). Por ejemplo, Baxter tuvo que retirar lotes de
heparina porcina en 2008. Agentes extrafios tales como principios de virus o priones no podran ser removidos por
completo durante el procesamiento. El colageno bovino es potencialmente la preocupacion mas grande a la luz de la
"enfermedad de las vacas locas", pero los agentes extrafios humanos también pueden ser transferidos de los
materiales de bancos de tejidos o lineas celulares. Ademas, los patégenos hasta ahora no reconocidos o
emergentes, asi como los niveles de patdégenos muy bajas (es decir, debido a las pruebas erréneos o "falso
negativo"), son siempre una posibilidad con materiales derivados de vertebrados. Por lo tanto, la FDA proporcion6
una relacion de orientacién en 2004 que sélo sintético o materiales a base de plantas deberan utilizarse en futuras
terapias, si es posible. Afortunadamente, las composiciones de biomaterial heparosano derivadas de bacterias de la
presente invencién no pueden poseer los priones, VIH o virus de la hepatitis, etc., ya que estos contaminantes se
asocian Unicamente con vertebrados.

[0105] Ademas de contener agentes adventicios potenciales, las proteinas animales son generalmente reconocidos
por el sistema inmunolégico humano porque sus secuencias de aminoacidos no son idénticas a las del
hombre. Algunos individuos humanos son sensibles y por lo tanto no puede utilizar el colageno derivado de vaca o la
de HA derivada de la cresta del pollo (5).Actualmente, las pruebas de la piel se utilizan para la deteccion de
hipersensibilidad o alergenicidad. Sin embargo, ciertos individuos también pueden llegar a ser sensibles o reactivos
a los materiales después de la implantacion; en efecto, esa persona se habra vacunado con un material
extrafio. Este efecto puede ser mas problematico si el mismo material se da en varias aplicaciones, y una ligera
respuesta se intensifica después que el sistema inmune se potencia varias veces. Con los procedimientos de relleno
dérmico, multiples aplicaciones son a menudo estandar. Si un efecto secundario perjudicial se produce una vez que
se implanta un gel, es practicamente imposible eliminar todo el material ofensivo.

[0106] Incluso si se emplea colageno humano, después de la extraccion y el procesamiento, su estado
desnaturalizado o desplegada puede estimular potencialmente algunas enfermedades del tejido conectivo tales
como artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, polimiositis, dermatomiositis o (5). Por otro lado, heparosano
no debe crear una respuesta autoinmune contra proteinas del tejido conectivo.

[0107] Material derivado Humano-se utiliza para dos productos, Cymetra ™ (derivados del tejido dérmico acelular;

LifeCell Corp., Branchburg, NJ) y aloinjerto colageno (extractos de cultivo de fibroblastos). Ademas de las posibles
preocupaciones de seguridad, estos materiales estan limitados (derivan de material de tejido banco) y / o caro

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2531279713

(célula humana cultivada in vitro). Por otro lado, el polisacarido heparosano de la fermentacién bacteriana puede ser
un abundante, recurso renovable.

[0108] La quimica y estructuras fisicas compartidas por HA, la heparina y heparosano resultan en su capacidad para
unirse a grandes cantidades de agua y los iones para expandir tejidos e interactuar bien con los fluidos acuosos del
cuerpo. Estos son los principales atributos beneficiosos para un relleno dérmico o un revestimiento.

[0109] En resumen, las principales caracteristicas de las composiciones de biomaterial de la presente invencion que
proporcionan un rendimiento mejorado para el uso en rellenos dérmicos para la cirugia reconstructiva, no infame, y
que no obstruya los dispositivos médicos, en comparacion con HA o heparina productos existentes, incluyen, pero
son no limitado a: ataque (a) resistencia a la mediada por enzima; (B) la falta de factor de coagulacion,
guimioatrayente, y el factor de crecimiento de los sitios de union; (C) la falta de dominios de sefializacion celular o de
fijacion conocidos; (D) la falta de proteinas de vertebrados derivados y agentes extrafios; y (e) la falta de alérgenos o
inmunogenos basados en proteinas.

[0110] Se proporcionan ejemplos a continuacion. Sin embargo, la presente invencion describe y reivindica debe
entenderse que no se limita en su aplicacion a la experimentacion, los resultados y los procedimientos de laboratorio
especificos. Mas bien, los ejemplos se proporcionan simplemente como una de varias formas de realizacion y estan
destinados a ser ejemplares, no exhaustivos.

EJEMPLOS

[0111] Produccién de heparosano Polisacarido. Ciertas bacterias Pasteurella multocida producen un revestimiento
extracelular compuesta de polimero heparosano no sulfatado que se cosecha facilmente a partir de los medios de
cultivo. Sélo hay una otra fuente conocida de no sulfatado, heparosano no derivado: la Escherichia coli K5. Una
ventaja importante de la Pasteurella heparosano sobre E. coli K5 heparosano y heparina mamifero es que tiene un
peso molecular mas alto, ~200-300 kDa (16); Por lo tanto, geles formados de la Pasteurella heparosano deberian
ser mas faciles de producir.

[0112] Matraces de agitacién a pequefia escala de la Pasteurella microbio se cultivaron en medio sintético de 20 a
36 horas. La centrifugacion se utiliza para eliminar las células. El medio gastado fue extraido con disolvente, luego
se purifica de intercambio de aniones. El heparosano resultante es sustancialmente libre de proteina (segun se juzga
por los ensayos de Bradford y geles de SDS-PAGE con tincién de Coomassie) y el ADN (a juzgar por geles de
agarosa con tincion de bromuro de etidio; verFIG. 2) Contaminacion. Este material (~0.2-0.5 gramos / litro de
rendimiento) formado por polvo blanco libre de sal esponjoso adecuado para reacciones quimicas de reticulacion o
de recubrimiento.

[0113] La produccidon de polisacarido Geles. Los agentes de reticulacion, tales como, pero no limitado a,
divinilsulfona (DVS) o di-epdxidos, fueron utilizados para hacer una variedad de geles GAG incluyendo una pequefia
cantidad de un gel prototipo heparosano (FIG. 3). El gel es estable in vitro, mantiene su forma fisica, pero es suave
como se desee.

[0114] La produccién de revestimiento polisacarido. Radiactivo 128 l-etiquetados HA (FIG. 4), Un polimero con la

misma reactividad quimica y peso molecular (~ 300 kDa) como el heparosano producido anteriormente, se incubé
con acero o de silicona epoxi-activado (obtenido a partir de AeonClad Revestimientos, LLC) y a continuacion se lavo
extensivamente. La radiactividad de los materiales se comprobd en un contador gamma.

[0115] Como se muestra en la Tabla Ill, el azicar radiactivo se acoplé a ambas superficies; En contraste, las
superficies de control en paralelo sin el recubrimiento epoxi no se unen sustancialmente el azlcar. Los
recubrimientos fueron relativamente estables durante al menos 4 semanas (la longitud del estudio inicial) después de
incubacién en solucién salina (multiples lavados con el tiempo).

[0116] Estabilidad de composiciones de biomateriales en el plasma humano. FIG. 5ilustra que las composiciones de
biomaterial de la presente invencion no se degradan en la sangre humana. La sangre fresca se obtuvo a partir de un
pinchazo en el dedo de un var6n humano sano, se diluy6 1: 1 con PBS (solucién salina tamponada con fosfato, pH
7,4), y las células se eliminaron mediante centrifugacion suave (300 x g, 2 min). El plasma en el sobrenadante se
mezcld con una solucion heparosano en PBS (polimero de 0,7 mg / ml) en una proporcién de 1: 2 vol / vol y después
se incubd durante la noche a 37 ° C. Una muestra de 10 microlitros se sometié a electroforesis en gel. Como
controles, plasma solo o heparosano solo se probaron en paralelo. Como lo demuestra FIG. 5, El peso molecular de
la heparosano original (H) es la misma, incluso después de la incubacion con plasma (P) después de la incubacién
durante la noche. Por lo tanto, las composiciones de biomaterial heparosano de la presente invencion son
biomateriales estables.
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TABLA Ill. La adicion de HA (un proxy polimero heparosano) de Acero o Silicona y Pruebas de Estabilidad
del Material

Tampon Recubrimiento 25 |_HA (dpm)
0,1 M Na fosfato 1,0 M Na borato tiempo O 4 semanas

Acero pH8 pH9

Epoxy-activado

Sin activacién + 970 540
Epoxy-activado + + 95 32
Sin activacion + 1030 540
Silicona 100 46
Epoxy-activado
Sin activacion + 1330 600
Epoxy-activado 220 85
Sin activacién + 900 430
170 60

Discusion de los Ejemplos

[0117] Muchas P. multocida aisladas producen GAG o moléculas de tipo GAG (8). Carter Tipo D P. multocida, el
principal agente causal de la colera aviar y la pasteurelosis, hace una capsula heparosano. Un Unico polipéptido, la
sintasa heparosano, PmHS1, se polimeriza la cadena de azucar mediante la transferencia tanto GICUA y GIcNAc
(30). En E. coli K5, al menos dos enzimas, KFIA, la alfa-GIcNAc transferasa, y KfiC, la beta-GIcUA-transferasa, (y tal
vez KfiB, una proteina de funcion desconocida) trabajan en conjunto para formar la repeticion de disacarido (40).

[0118] P. multocida tipo D (o una version recombinante mejorado) deben ser una fuente mas econémica y Util de
heparosano de E.coli K5 por varias razones. El primero microbio tiene una capacidad biosintética superior intrinseco
para la produccion de capsulas. El radio de la capsula Pasteurella a menudo excede el diametro de las células
cuando se observan con un microscopio éptico de células preparadas-Ink India. Por otra parte, la visualizacién de la
escasa E. coliK5 capsula a menudo requiere microscopia electronica. Desde el punto de vista de
seguridad, E. coli K5 es un patégeno humano, mientras que el Tipo D Pasteurella s6lo se ha reportado que causa la
enfermedad en los animales. Ademas, con respecto a la manipulacion de genes recombinantes para crear mejores
anfitriones de produccion, son obvios los beneficios de manejo de sélo un Unico gen que codifica ya sea PmHS1 o
PmHS?2, sintasas de doble accién, en comparacion con la utilizacién de KFIA, KfiB, y KfiC.

[0119] En algunos aspectos de la invencidon actualmente descrita y reivindicada, el heparosano de las
composiciones de biomaterial de la presente invencién sera procesada antes de su uso en el cuerpo para moldear
sus caracteristicas. Las soluciones de polimero heparosano son viscosas, pero con el tiempo se difundiran y diluiran
desde el sitio original de la inyeccion o la colocacion; por lo tanto, una forma mas inmovilizada puede ser deseable,
tal como, pero no limitado a, un gel o una suspensidon de particulas. En esta forma, el material puede ser
covalentemente reticulado por medios quimicos para proporcionar una forma de larga duracion. En contraste, los
complejos de puente idnico no covalentes (por ejemplo, con cationes de metales divalentes, etc.) se debilitara y caer
aparte sobre una escala de tiempo mucho mas corto; por lo tanto, dichas formulaciones no son tan ideales como los
materiales reticulados; sin embargo, tales materiales son todavia abarcados por la presente invencion.

[0120] Numerosos quimicos formadores de gel, de exético a crudo, son posibles. Dos tipos independientes de
reticulantes han sido investigados en el presente documento: a) divinil sulfona y b) diepoxido. Varios factores claves
gue se consideran en la eleccion de estos dos agentes de reticulacion incluyen (a) la capacidad de formar geles
estables en un solo paso quimico con un solo reactivo, y (b) el éxito anterior de estos reactivos con HA dio como
resultado dos ampliamente empleado, la FDA geles aprobados (41).

[0121] La distribucion del tamafio de HA utilizado para geles existentes en los rangos de mercado en tamafio desde
~800-1,000 kDa para HA bacteriana a ~2,000-4,000 kDa para HA derivada del pollo. Hylaform® (Genzyme) se hace
con sulfona de dimetilo mientras RESTYLANE® (Qmed) emplea el diepdxido, 1,2-diethanediol diglicidil éter
(FIG. 6). Ambos productos basados en HA tienen propiedades fisicas muy deseables; Por lo tanto, heparosano con
una estructura similar también debe ser Util. El polimero heparosano derivado de Pasteurella multocida tipo D tiene
una masa molecular (kDa ~200-300) que deberia ser suficiente para la reticulacion en concentraciones
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alcanzables. Por otro lado, el polimero méas pequefia de E. coli K5 es sélo ~30-80 kDa y por lo tanto mas dificiles de
manera efectiva reticular en concentraciones de azlcar que pueda conseguirse facilmente.

[0122] Los agentes de reticulacion seleccionados tienen la capacidad de reaccionar de forma simultanea con dos
grupos hidroxilo de los polimeros de azlcar, lo que permite mdltiples cadenas que se conectan de forma
covalente. Se crea una vasta red de cadenas reticuladas, formando de esta manera un gel de azlcar.

[0123] La invencién actualmente reivindicada y descrita demuestra que heparosano es una mejor biomaterial para
ciertas aplicaciones médicas accesible. Una comparacion de las caracteristicas y propiedades de la presente
invencion a las tecnologias existentes aparece en la Tabla IV.

[0124] La invencion actualmente reivindicada y descrita incluye un método para aplicar un revestimiento de
superficie polisacarido heparosano que proteger componentes de dispositivos médicos de las respuestas
perjudiciales del cuerpo a la materia extrafia. Curiosamente, no es un prototipo natural de tal revestimiento de la
superficie: ciertas bacterias patégenas utilizan una céscara externa del mismo polisacarido como camuflaje para
crecer relativamente sin obstaculos en el cuerpo durante la infeccién (8). Por lo tanto, la presente invencion
reivindicada y descrita proporciona una interfaz biocompatible para cerrar la brecha entre las sustancias artificiales y
la carne viva y la sangre.

[0125] Los objetivos que se pueden recubrir mediante la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, acero
quirdrgico, ampliamente utilizado para stents, y caucho de silicona de grado médico, ampliamente utilizado para
fluidos de tuberias y sangre. Las propiedades y caracteristicas de la presente invencidon y los revestimientos
existentes superficie del dispositivo médico se describen en la Tabla V.

[0126] Deposicion de plasma es un proceso probado para depositar peliculas delgadas directamente a partir de un
estado de gas sobre un sustrato sélido. Métodos de deposicion de plasma suelen equilibrar los beneficios de
tiempos de recubrimiento extendidos con los negativos de ablacién de superficie que se produce con la exposicion
plasmatica prolongada. La mayoria de los métodos de deposiciéon de plasma utilizan una descarga continua para
crear el estado de plasma. Sin embargo, la exposicion prolongada puede comenzar a erosionar no solo el
revestimiento recién formado, sino también el material subyacente. Avanzado un solo paso de AeonClad, libre de
disolventes, proceso pulsada elimina ablacién de superficie, creando rapidamente una capa de polimero protector en
el que un nimero de peliculas se puede depositar (42, 43). Por lo tanto, la presente invencién incluye métodos para
proporcionar un recubrimiento del biomaterial heparosano en la superficie de un sustrato utilizando tales métodos de
deposicion de plasma.

TABLAIV.

Comparacion de heparosano y existentes Biomateriales Quirtrgicos para Aplicaciones relleno
dérmico.

Variable Clave Objetivo Practica Actual Barrera asociado Enfoques
Proyecto del actual innovadores de
Procedimiento Presente Invencion
Estabilidad del De larga HA, heparina, | Degradado por el | Utilice heparosano, un
revestimiento d L 92 | De suero bovino cuerpo de enzimas | polimero que no es
uracion e Lo
(semanas- albumina (BSA) | naturales e_nZ|rr_1at|camente
Carbono (C) Desprenden de la digerido en el cuerpo
meses). P -
lipidos (L) superficie humano
Mojabilidad | , BSA, HA, Utilice heparosano
nteractda . .
. heparina, - polimero preferente
libremente con . -~
L Hidrofobico de agua
agua. C

Las incrustaciones,

Superficie  no

Se unen células de

Utilice relativamente y

virus animal o
priones

[bacteriana],
PP, CHP

coagulacion une HA,  heparina la sanare v factores biol6gicamente
proteinas o| BSA C,L de coag uIa)(/:ic’)n polimero heparosano
células. 9 inerte

Transmision HA [pollo], CG | Riesgo potencial Utilice heparosano sin

Enfermedad cero riesgo de | HA derivar de bacterias

de animales
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TABLA V. Comparativa de heparosano y Biomateriales existentes para aplicaciones de recubrimiento de

superficies.
Variable Clave Objetivo Practica Barrera asociado Enfoques
Proyecto Actual del actual innovadores de
Procedimiento Presente
Invencion
Gel Semi-estable | Inyectable, suave, | Hyaluronan Gel | Vida demasiado Utilice heparosano,
Formacion de larga duracion | (HA) Colageno | corta Aspecto un polimero que es
(> 12-24 meses), | Gel (CG) Las granulado y no digerido
pero no gel particulas de vida demasiado enzimaticamente en
permanente. plastico (PP) larga Aspecto cuerpo humano, y
Ca granulado no es un material
hidroxiapatita demasiado larga grueso, duro
Particulas vida util, y no
(CHP) puede inyectar
facilmente
Inmunogenicidad, No generacion HA [bacteriana], | ----- Utilice polimero
Alergenicidad de anticuerpo PP, CHP heparosano que ve
HA [pollo], CG respuesta Inmune | "humano"y no
[bovina> o alérgica desencadene
humano] sistema
inmunoldgico.
Infiltracion Reducir adhesion | HA Las proteinas y las " .
. Utilice polimero
celular y/o células se unen heparosano e
sefializacion PP, CHP P 4
ce | carece de dominios
de adhesion
. conocidos o]
Las células se ~
sefales de
unen _ .
quimiotaxis
Enfermedad Cero riesgo de HA [pollo], CG Utilice heparosano
Transmision humanos o virus HA . . derivado de
. . Riesgo potencial . .
animal [bacteriana], animales sin
PP, CHP bacterias.
Imagen. de rayos X No opaco o HA, CG Oscurece De rayos-X
Compatible priones areas ., transparente  Uso
PP, CHP imagenes
marcadas. heparosano.
Recurso Abundante RenO\_/abIes y no CG [humana B_an_co de tejidos Utilice heparosano
excesivamente Limitado de .
costoso para suministro o de hecho Via la
- HA, CHP, PP, . . fermentacion
producir. células de cultivo .
CHP . bacteriana.
derivada (costosa)

Materiales y métodos

[0127] Heparosano Produccién y pruebas: P. multocida tipo D células fueron cultivadas en medio sintético a 37 ° C
en matraces de agitacion de ~ 24 hrs. Medio de cultivo gastado (la parte liquida de la cultura después de retirar las
células microbianas) se coseché (por centrifugacion a 10.000 x g, 20 min) y desproteinizado (extraccion con
disolvente con cloroformo) (16). EI gran polimero heparosano aniénicos (~200-300 kpa) fue aislado mediante
ultrafiltracion (30 kpa peso molecular de corte; Amicon) y cromatografia de intercambio iénico (NaCl gradiente en Q-
Sepharose, Pharmacia). En general, se eliminaron facilmente las células (con la gran mayoria de los contaminantes)
y las moléculas pequefias (que consumiria enlaces cruzados o superficie activada).Cualquier endotoxina se eliminé
por paso a través de una columna de polimixina inmovilizada (Pierce); entonces el material se ensayd con
una Limulus ensayo basado amoebacyte-(Cambrex) para asegurar que el heparosano contiene <0,05 unidades de
endotoxina / mg de sélido (basado en las directrices de la USP para dispositivos médicos).

[0128] EI rendimiento y el peso molecular de la distribucion del tamafio de heparosano en el medio gastado se
comprob6 mediante a) ensayos de carbazol para el acido urénico (44) y b) electroforesis en gel de agarosa (1 x
tampon TAE, 0,8-1,5% de agarosa), seguido de Stains-All deteccion (45). El ensayo es un ensayo de carbazol
guimica espectrofotométrico que mide la cantidad de acido urénico en la muestra a través de la producciéon de un
color rosa; cada otro azucar en la cadena de heparosano es un acido glucurénico. El tamafio del polimero
heparosano se determind por comparacion con estandares de tamafio monodisperso HA (HA Min Global, Hyalose,
LLC) se ejecutan en geles. El limite de deteccion del carbazol y los ensayos de gel es ~5-15 microgramos de
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polimero. Se estima que se requieren ~3-5 gramos de polimero heparosano para gel y la preparacion de
recubrimiento.

[0129] Gel general de sintesis. La porosidad o la fuerza de un gel a base de polisacarido se pueden modular
mediante la alteracion de (a) las concentraciones de polimero y / o (b) la relacion de polimero y reticulante. Menos
polimero por unidad de volumen (es decir, baja concentracién) tendra una estructura mas flexible. A una
concentracion de polimero de azlcar determinada, mas enlaces cruzados resultan en geles fuertes con pequefios
poros y menos enlaces cruzados resultan en geles suaves con los poros dilatados. Por lo tanto, se hizo una serie
paralela de reacciones con cantidades variables de agente de reticulacion y / o heparosano y se analiz6. La gama de
partida inicial para las condiciones de reaccion es de 10-100 mg / ml heparosano reticulado con 50: 1 a 5: 1 w/ w de
polimero / reticulante en proporciones 0,1-0,25 M NaOH (pH = 9); divinilsulfona se hace reaccionar a 20 ° C durante
1 hora, mientras que el 1,2-diethanediol diglicidiléter se utiliza a 40 ° C durante 2-4 horas. Estas selecciones se
basan en la preparacién de productos Hylaform® y Restylane® (US Pat No. 4,582,865 y la Patente US No.
5.827.937, respectivamente.); sin embargo, la presente invencion también incluye una extension de este rango
también. El uso de soluciones de NaOH muy alcalinas también ayuda a desinfectar los geles, una ventaja afiadida
para su procesamiento.

[0130] Después de la reaccion de reticulacion, el gel se lavd repetidamente con agua y se usé un tampén solucién
salina para eliminar cualquier exceso de reactivos (NaOH, reticulantes) y luego se sometié a quimiofisico y analisis
biolégico. En la realizacion mas ampliamente empleado de rellenos dérmicos, se inyectd una suspension o
suspension de particulas de gel (creado por tamizado a través de malla definido y / o interrupcion soénica).

[0131] Recubrimiento general de sintesis. Se emplearon dos pasos: primero, plasma-activacion de la superficie y la
segunda, reaccién quimica con heparosano. Una técnica de plasma pulsado ciclo de trabajo variable de frecuencia
de radio (RF) se utiliza (42, 43). El uso de un algoritmo, el ciclo de trabajo 6ptimo (el plasma dentro y fuera de
anchos de pulso se puede variar independientemente 0,01 a 100 milisegundos), tiempo de recubrimiento (por
ejemplo, 20 minutos para afiadir 100 nm de espesor de revestimiento), mezcla de mondémeros, y la tasa de
deposicion de pico para cada recubrimiento y el sustrato estan optimizados. La formacién de la pelicula se produce
predominantemente en el plasma de veces a través de un mecanismo de radicales libres, iniciado por las especies
reactivas producidas durante el brevisimo plasma en periodos. Basicamente, el uso de pulsos de frecuencia
modulada permite niveles mucho mas altos de retencién de funcionalidades grupo reactivo de monémero, asi como
amplia la gama de quimicas disponibles, en las peliculas de polimero producidas. Es importante destacar, también
es posible variar, de una manera altamente controlada, la densidad superficial de los grupos reactivos por lo
introdujo. EI método de plasma de RF pulsada proporciona la flexibilidad para producir muchos tipos de
recubrimientos incluyendo aquellos con caracteristicas antimicrobianas, anti-trombogénicas, lubricantes, y
biocompatibles.

[0132] Las superficies iniciales son (a) un tubo de silicona (grado médico Silastic, Dow Corning) y (b) de acero
quirudrgico revestido con el metacrilato de glicidal reactivo; bajo condiciones de plasma pulsado bajo ciclo de trabajo,
este reactivo se forma superficies que contiene epdxido para reacciones de acoplamiento heparosano posteriores
simples (como en la Tabla Il1).Optimizacion preliminar del espesor de revestimiento de la superficie epéxido (para
formar una capa estable de agua con buena reactividad de la superficie) ya se ha realizado por AeonClad, pero
varios espesores para uso con heparosano también sera explorado. Como se mencioné anteriormente, HA, cerca de
proxy quimico para heparosano, se ha inmovilizado en una forma estable a las muestras iniciales de acero activado
y silicona.

[0133] Otros reticulantes posibles se pueden usar también. Por ejemplo, los recubrimientos que proporcionan grupos
amino que par de grupos acidos del GAG en presencia de carbodiimida, si es necesario. Ademas, tanto con el
epoxido o las superficies de amina, moléculas espaciadoras se pueden introducir facilmente que permita la fijacion
de la heparson a diferentes distancias de los sustratos solidos.

[0134] Las superficies revestidas a base de epoxido se han hecho reaccionar con hidroxilos de heparosano a pH alto
(en analogia a la sintesis de gel, FIG. 3B). Para este procedimiento, condiciones acidas para acoplarse a los
epoxidos unidos a la superficie a través de los grupos carboxilato son también posibles. La superficie activada se
inunda con la solucién heparosano en el tampén apropiado (0,1-0,25 M de NaOH o 0,1 M fosfato de Na, pH 2-5)
durante varias horas a 22-40 ° C. Luego se retira la solucién y la superficie se lava a fondo (agua, solucién salina,
etc.) antes de la prueba. Superficies no activadas (control negativo), asi como las superficies tienen sefiales mas
bajas en comparacion.

[0135] Aunque la invencién anterior se ha descrito en detalle a modo de ilustracion y ejemplo para propositos de
claridad de comprension, sera obvio para los expertos en la técnica que ciertos cambios y modificaciones pueden
ponerse en practica sin apartarse del espiritu y alcance de la misma, como se describe en esta memoria descriptiva
y como se define en las reivindicaciones adjuntas a continuacion.
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REIVINDICACIONES

1. La composicion biomaterial, la composicion comprime al menos uno de:

(a)un polimero heparosano aislado a un paciente mamifero, en donde el polimero heparosano aislado es
biocompatible con el paciente mamifero y es representado por la estructura (-GlcUA-betal,4 -GIcNAc-alfa-1,4-) n,
donde n es un integrante positivo mayor o igual que 10; y

(b)la composicién que comprime:

un polimero heparosano aislado a un paciente mamifero, en donde el polimero heparosano aislado es biocompatible
con el paciente mamifero y en el que el polimero heparosano aislado esta representado por la estructura, (-GIcUA-
betal,4 -GlcNAc-alfa-1,4-) n, en donde n es un entero positivo mayor que o igual a 10, substrato; y

donde el polimero heparosano es adherido al sustrato.

2. La composicion biomaterial de la reivindicacion 1, donde al menos uno:

(a)n is aproximadamente de 1.000;
(b)el polimero heparosano es linear; y
(c)el polimero heparosano es entrecruzado

3. La composicion biomaterial de la reivindicacion 1(a), donde la composiciéon es in gel o semi-sélido n un estado
particular o liquido.

4. La composicidon biomaterial de la reivindicacion 1(a), donde la composicion es al menos una inyectable o
trasplantable.

5. La composicion biomaterial de la reivindicacion 1, donde al menos una es:

(a)la composicion es considerablemente no susceptible a hialuronidasas y asi de este modos no es sustancialmente
degradable en vivo; y
(b)la composicion es producida de manera recombinante.

6. La composicion de biomaterial d la reivindicacién 1(b), donde al menos uno:

(a)el polimero heparosano aislado esta adherido al substrato de manera covalente;

(b)el polimero heparosano no es de manera covalente adherido al substrato;

(c)el substrato es seleccionado de un grupo que consiste en silice, silicona, semiconductores, vidrio, polimeros,
compuestos organicos, inorganicos, metales y otras combinaciones; y

(d)al menos una porciéon de sustrato es un metal seleccionado de un grupo que consiste en oro, cobre, acero
inoxidable, niquel, aluminio, titanio, aleacién termosensitiva y combinaciones de las mismas.

7. Un kit para la administracién de una composicién de una paciente mamifero, conteniendo:
La composicion de cualquier reclamacion de 1 a 6.

8. La composicion biomaterial de la reclamaciéon 1(a) para usarlo en un método para proveer una cubierta en una
superficie de un implante sintético, comprimiéndose en los pasos:

depositando la composicion del biomaterial en al menos una porcion de la superficie del implante sintético; y
permitiendo la composicion del biomaterial para formar una cubierta en la superficie del implante.

9. La composicion del biomaterial de la reclamacién 8 para usarlo en un método para proveer la cubierta en la
superficie de un implante sintético donde al menos:

(a)n es aproximadamente de 1.000;
(b)el polimero heparosano es linear; y
(c)el polimero heparosano es entrecruzado.

10. La composicion del biomaterial de la reclamacion 8 para usar un método para proveer una cubierta en la
superficie del implante sintético donde la menos un:

(2)En el paso para proveer el implante sintético, al menos una porcion de la superficie del implante sintético es
construido de un material seleccionado de un grupo que consiste en silice, silicona, semiconductores, vidrio,
polimeros, compuestos organicos, inorganicos, metales y otras combinaciones;

(b)n el paso de proveer un implante sintético, al menos una porcion de superficie del implante sintético es construido
de metal seleccionado de un grupo que consiste en oro, cobre, acero inoxidable, niquel, aluminio, titanio aleacion
termosensitiva y otras combinaciones.
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(c)la cubierta de la superficie del implante sintético es sustancialmente no susceptible a hialuronidasas y de este
modo no es sustancialmente degradada en vivo, y;
(d)en el paso de proveer una composicion de biomaterial, el biomaterial es recombinantemente producido.

11. La composicion de biomaterial de cualquier reclamacién de 1 a 6 para usarlo en un método de tejido
incrementado en un paciente, comprimiendo los pasos:

administrando una cantidad efectiva de la composicion de biomaterial en una paciente mamifero.

12. La composicién de biomaterial de la reclamacion 11 para usarlo en un método de tejido incrementado en un
paciente, donde la administracion de una cantidad efectiva del paso de composicién de biomaterial es mas adelante
definida como un implante de una efectiva cantidad de la composicién de biomaterial en una paciente mamifero.

13. La composicién de biomaterial de la reclamacion 11 para usarlo en un método de tejido incrementado en un
paciente, donde la administracion de una cantidad efectiva del paso de composicién de biomaterial es mas adelante
definida como un implante de una efectiva cantidad de la composicion de biomaterial en una paciente mamifero.

14. La composicion de biomaterial de la reclamacién 1(a) para usarlo en un método de administracion en una
cantidad efectiva de la composicion de biomaterial de un paciente mamifero.
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