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DESCRIPCION
Aislamiento e identificacién de glucosaminoglucanos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al aislamiento e identificacién de glucosaminoglucanos capaces de unirse con
proteinas que tienen un dominio de unién a heparina, asi como al uso de los glucosaminoglucanos aislados en el
crecimiento y/o desarrollo de tejido.

Antecedentes de la invencion

Los glucosaminoglucanos (GAG) son macromoléculas de carbohidratos complejas responsables de realizar y
regular un amplio nimero de funciones celulares esenciales.

Los GAG se han implicado en la modulacién o mediacién de muchos sistemas de sefalizacién en concierto con los
muchos cientos de factores de crecimiento de unién a heparina y adhesivos conocidos. Se contempla que la
asociacion de los factores de crecimiento con GAG modula sus diversas actividades con una serie diversa de
acciones, tales como alargamiento de sus semividas protegiéndolos de la degradacion proteolitica, modulando la
localizacién de estas citocinas en la superficie celular, mediando en interacciones moleculares y estabilizando los
complejos de ligando-receptor.

Hay un nimero cada vez mayor de factores de crecimiento de unién a heparina identificados, afadiéndose a los
cientos ya conocidos, la mayoria de los cuales se han modificado por cromatografia de afinidad de heparina. Estos
incluyen la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) extensiva, los PDGF vy las pleiotropinas hasta la
superfamilia de citocinas de TGF-B. Esta tltima familia de factores abarca la subfamilia de proteina morfogenética
del hueso (BMP) osteo-inductora, llamada asi por su capacidad para inducir la formacién de hueso ectopico.

La naturaleza y efecto de la interaccion de GAG y factores de crecimiento siguen sin estar claros. Aunque se ha
mostrado que la interaccion entre FGF2 y secuencias de sacaridos particulares halladas dentro de la heparina es de
alta afinidad, sigue sin estar claro en general si la asociacién entre otros factores de crecimiento y heparan implica
una interaccién de unién especifica o de alta afinidad entre un epitopo de secuencia de aminoacidos en el factor de
crecimiento de proteinas y una secuencia de sacarido incluida en el GAG, o si la asociaciéon esta mediada por
interacciones no especificas, de menor afinidad, entre el GAG y el factor de crecimiento de proteinas.

Si las interacciones entre GAG y proteinas residentes en, o secretadas a, la matriz extracelular son especificas, es
necesario identificar los compafieros de unidén para determinar las interacciones y entender como pueden usarse
estas interacciones o modularse para proporcionar nuevos tratamientos.

Una cuestién importante que surge es, por lo tanto, si hay secuencias de sacaridos incluidas en las cadenas de
moléculas de GAG que coinciden con secuencias de aminodcidos primarias dentro de la cadena principal
polipeptidica de factores de crecimiento controlando de este modo su asociacién, y de este modo la bioactividad,
con especificidad absoluta, o al menos relativa.

Sumario de la invencion

Se ha ideado un método para responder a esta cuestion que implica enriquecer con respecto a moléculas de
glucosaminoglucanos que muestran uniéon con polipéptidos particulares que tienen un dominio de unién a heparina.
Después pueden identificarse moléculas y/o mezclas de GAG aislados y ensayarse con respecto a su capacidad
para modular el crecimiento y diferenciacion de células y tejidos que expresan una proteina que contiene el dominio
de unién a heparina. Por primera vez, esto permite el andlisis controlado del efecto de secuencias de sacaridos GAG
particulares en el crecimiento y diferenciacion de células y tejidos, tanto in vitro como in vivo.

En consecuencia, en un primer aspecto de la presente invencion se proporciona un método para aislar
glucosaminoglucanos capaces de unirse con proteinas que tienen un dominio de unién a heparina/heparan en el que
el polipéptido es o comprende SEC ID N%: 1, comprendiendo el método:

(i) proporcionar un soporte sélido que tiene moléculas polipeptidicas que son, o comprenden, SEC ID N 1
adheridas al soporte, en el que el polipéptido comprende un dominio de unién a heparina;

(ii) poner en contacto las moléculas polipeptidicas con una mezcla que comprende glucosaminoglucanos de
modo que se permita la formacién de complejos de polipéptido-glucosaminoglucano;

(iii) separar los complejos de polipéptido-glucosaminoglucano del resto de la mezcla;

(iv) disociar los glucosaminoglucanos de los complejos de polipéptido-glucosaminoglucano;

(v) recoger los glucosaminoglucanos disociados.

En otro aspecto de la presente invencion se identifican glucosaminoglucanos aislados por su capacidad para
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modular el crecimiento o diferenciacion de células o tejidos. Se proporciona un método para identificar
glucosaminoglucanos capaces de estimular o inhibir el crecimiento y/o diferenciacién de células y/o tejidos,
comprendiendo el método:

(i) proporcionar un soporte solido que tiene moléculas polipeptidicas que son, o comprenden, SEC ID N2 1
adheridas al soporte, en el que el polipéptido comprende un dominio de unién a heparina;

(ii) poner en contacto las moléculas polipeptidicas con una mezcla que comprende glucosaminoglucanos de
modo que se permita la formacién de complejos de polipéptido-glucosaminoglucano;

(iii) separar los complejos de polipéptido-glucosaminoglucano del resto de la mezcla;

(iv) disociar los glucosaminoglucanos de los complejos de polipéptido-glucosaminoglucano;

(v) recoger los glucosaminoglucanos disociados;

(vi) ahadir los glucosaminoglucanos recogidos a células o tejidos en los que esta presente una proteina que
contiene la secuencia de aminoacidos del dominio de union a heparina;

(vii) medir uno o més de: proliferacion de las células, diferenciacién de las células, expresién de uno o mas
marcadores de proteinas.

En realizaciones de la presente invencion la mezcla que comprende GAG pueden contener glucosaminoglucanos
sintéticos. Sin embargo, en realizaciones preferidas se usan GAG obtenidos de células o tejidos. Por ejemplo, la
mezcla puede contener matriz extracelular en la que el material de matriz extracelular se obtiene raspando tejido
vivo in situ (es decir directamente del tejido en el cuerpo del ser humano o animal del que se obtiene) o raspando
tejido (vivo o muerto) que se ha extraido del cuerpo del ser humano o animal. Como alternativa, el material de matriz
extracelular puede obtenerse de células que han crecido en cultivo. El material de matriz extracelular puede
obtenerse de tejido conectivo o células del tejido conectivo, por ejemplo hueso, cartilago, musculo, grasa, ligamento
o tendén.

El componente de GAG puede extraerse de una muestra tisular o celular o extracto por una serie de etapas de
separacion rutinarias (por ejemplo cromatografia de intercambio aniénico), bien conocidas por los expertos en la
materia.

Las mezclas de GAG pueden contener una mezcla de diferentes tipos de glucosaminoglucano, que pueden incluir
dextran sulfatos, condroitin sulfatos y heparan sulfatos. En realizaciones preferidas la mezcla de GAG que entra en
contacto con el soporte sélido se ha enriquecido con respecto a uno de estos tipos de glucosaminoglucano, mas
preferentemente con respecto a heparan sulfato. Una fraccion de GAG enriquecida con heparan sulfato, condroitin
sulfato o dextran sulfato puede obtenerse realizando cromatografia en columna en la mezcla de GAG, por ejemplo
cromatografia de intercambio ani6nico débil, medio o fuerte, asi como cromatografia liquida de alta presion fuerte
(SAX-HPLC), con seleccion de la fraccion apropiada.

Los GAG recogidos pueden someterse a analisis adicional para identificar el GAG, por ejemplo determinar la
composicién o secuencia de GAG, o determinar caracteristicas estructurales del GAG. La estructura del GAG es
normalmente altamente compleja, y, teniendo en cuenta las técnicas analiticas disponibles en la actualidad, no son
posibles en la mayoria de los casos determinaciones exactas de la estructura de secuencia de GAG.

Sin embargo, las moléculas de GAG recogidas pueden someterse a digestién de sacaridos parcial o completa (por
ejemplo quimicamente por acido nitroso o enzimaticamente con liasas tales como heparinasa Ill) para producir
fragmentos de sacaridos que son tanto caracteristicos como diagnésticos del GAG. En particular, la digestién para
producir disacaridos (o tetrasacaridos) puede usarse para medir el porcentaje de cada disacarido obtenido que
proporcione una “identificacion” de disacarido caracteristica del GAG.

También puede determinarse el patron de sulfatacién del GAG y usarse para determinar la estructura de GAG. Por
ejemplo, para heparan sulfato el patrén de sulfatacion en azicares amino en las posiciones C2, C3 y C6 puede
usarse para caracterizar el heparan sulfato.

Puede usarse andlisis de disacaridos, andlisis de tetrasacaridos y analisis de sulfatacion junto con otras técnicas
analiticas tales como HPLC, espectrometria de masas y RMN que pueden proporcionar cada una espectros Unicos
para el GAG. En combinacién, estas técnicas pueden proporcionar una caracterizacion estructural definitiva del
GAG.

Una interacciéon de uniéon de alta afinidad entre el GAG y el dominio de unién a heparina indica que el GAG
contendra una secuencia de sacarido especifica que contribuye a la interaccion de unién de alta afinidad. Una etapa
adicional puede comprender la determinacion de la secuencia de sacaridos completa o parcial del GAG, o la parte
clave del GAG, implicada en la interaccion de union.

En una realizaciéon los complejos de GAG-polipéptido pueden someterse a tratamiento con un agente que lisa las
cadenas de glucosaminoglucanos, por ejemplo una liasa. El tratamiento con liasa puede escindir partes del GAG
unido que no participan en la interaccion de unidn con el polipéptido. Las partes del GAG que participan en la
interaccion de unidn con el polipéptido pueden protegerse de la accion de la liasa. Después de la retirada de la liasa,
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por ejemplo después de una etapa de lavado, la molécula de GAG que permanece unida al polipéptido representa el
compafnero de union especifico ("ligando de GAG") del polipéptido. Debido a la menor complejidad de moléculas de
GAG mas cortas, después de la disociacion y recogida del ligando de GAG, puede esperarse un mayor grado de
caracterizacion estructural del ligando de GAG. Por ejemplo, la combinacién de cualquiera de las secuencias de
sacaridos (es decir, la secuencia primaria (lineal) de monosacaridos contenida en el ligando de GAG), el patrén de
sulfatacion, andlisis de la digestion de disacaridos y/o tetrasacaridos, espectros de RMN, espectros de
espectrometria de masas y espectros de HPLC pueden proporcionar un alto nivel de caracterizacién estructural del
ligando de GAG.

Se describe un GAG que tiene alta afinidad de unién por BMP2. Mas preferentemente, el GAG es un heparan sulfato
(HS). EI HS se aisl6 de una mezcla de GAG obtenida de la matriz extracelular de osteoblastos siguiendo la
metodologia de la presente invencion en la que un polipéptido que comprende el dominio de unién a heparina de
BMP2 (SEC ID N2: 1) se unié con un soporte solido y se permitié que se formaran complejos de GAG-polipéptido. La
disociacion del componente de GAG de los complejos de GAG-polipéptido condujo al aislamiento de un HS dnico
denominado en el presente documento "HS/BMP2".

En consecuencia, se describe en el presente documento HS/BMP2. HS/BMP2 puede proporcionarse en forma
aislada o purificada. Se describen medios de cultivo que comprenden HS/BMP2.

En otro aspecto mas descrito en el presente documento hay una composicion farmacéutica o medicamento que
comprende HS/BMP2 opcionalmente en combinacion con un vehiculo, adyuvante o diluyente farmacéuticamente
aceptable. Las composiciones farmacéuticas o medicamentos pueden comprender ademas proteina BMP2. Se
describen composiciones farmacéuticas o0 medicamentos que comprenden HS/BMP2 para su uso en la prevencion o
el tratamiento de lesién o enfermedad. También se describe el uso de HS/BMP2 en la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de lesiéon o enfermedad.

En un aspecto adicional descrito en el presente documento, se describe un método para prevenir o tratar lesion o
enfermedad en un paciente que necesite tratamiento del mismo, comprendiendo el método administrar una cantidad
eficaz de HS/BMP2 al paciente. EI HS/BMP2 administrado puede formularse en una composicion farmacéutica
adecuada o medicamento y puede comprender ademas un vehiculo, adyuvante o diluyente farmacéuticamente
aceptable. Opcionalmente, la composicion farmacéutica o medicamento también pueden comprender proteina
BMP2.

En otro aspecto se describe en el presente documento un método para promover o inhibir la osteogénesis (la
formacion de células del hueso y/o tejido del hueso) que comprende administrar HS/BMP2 a células precursoras de
hueso o células madre de hueso.

En otro aspecto se describe en el presente documento un método para promover o inhibir la formacién de tejido de
cartilago (condrogénesis), que comprende administrar HS/BMP2 a células precursoras de cartilago o células madre
de cartilago.

Los métodos para estimular o inhibir la osteogénesis o formacién de tejido de cartilago pueden realizarse in vitro
poniendo en contacto células madre o precursoras de hueso o cartilago con HS/BMP2, opcionalmente en presencia
de proteina BMP2 afnadida de forma exdgena. Las células precursoras o células madre pueden ser células madre
mesenquimales. Cuando se promueve la formacién de tejido, el tejido formado puede recogerse y usarse para
implantacion en un paciente humano o animal.

En consecuencia, como se describe en el presente documento, hay tejido conectivo en el que el tejido conectivo se
obtiene por cultivo in vitro de células madre mesenquimales en presencia de HS/BMP2 (es decir HS/BMP2
ex6geno), y opcionalmente en presencia de BMP2 (es decir BMP2 exdgeno). El tejido conectivo puede ser hueso,
cartilago, musculo, grasa, ligamento o tendén.

La prevencion o tratamiento de enfermedad usando HS/BMP2 pueden implicar la reparacion, regeneracién o
reemplazo de tejido, particularmente tejido conectivo tal como hueso, cartilago, musculo, grasa, ligamento o tendén.

En pacientes que tienen un deterioro de uno de estos tejidos, puede usarse la administracion de HS/BMP2 al sitio de
deterioro para estimular el crecimiento, la proliferacion y/o la diferenciacion de tejido en ese sitio. Por ejemplo, la
estimulacion de células madre mesenquimales presentes en, o cerca de, el sitio de administracién puede conducir,
preferentemente cuando también esta presente BMP2 en el sitio, a la proliferacién y diferenciacién de las células
madre mesenquimales en el tejido conectivo apropiado, posibilitando de este modo el reemplazo/la regeneracién del
tejido dafado y el tratamiento de la lesion.

Como alternativa, puede recogerse tejido conectivo obtenido de cultivo in vitro de células madre mesenquimales en
contacto con HS/BMP2 e implantarse en el sitio de lesion o enfermedad para reemplazar tejido dafiado o
deteriorado. El tejido dafado o deteriorado puede opcionalmente escindirse primero del sitio de lesion o enfermedad.
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Se describe en el presente documento una composicién farmacéutica, que contiene células madre, preferentemente
células madre mesenquimales, y HS/BMP2. La administracién, por ejemplo inyeccién, de la composicion en el sitio
de lesion, enfermedad o deterioro posibilita la regeneracion de tejido en el sitio.

En consecuencia, HS/BMP2 es util en la curacion de heridas in vivo, incluyendo reparacion, regeneracion y/o
reemplazo tisular (por ejemplo curacién de tejido cicatricial o un hueso roto) efectuada por la aplicacion directa de
HS/BMP2, opcionalmente en combinacién con BMP2 y/o células madre, al paciente que requiere tratamiento.
HS/BMP2 también es Util en la generacién in vitro de tejido adecuado para implantaciéon en un paciente que necesite
reparacion, regeneracion y/o reemplazo tisular.

Descripcion de realizaciones preferidas

La presente invencién se refiere a GAG, y especialmente a métodos para enriquecer mezclas de compuestos que
contienen uno o mas GAG que se unen con un polipéptido que corresponde al dominio de unién a heparina de una
proteina que se une con heparina’heparan (un "factor de unién a heparina"). El enriquecimiento conduce al
aislamiento de GAG, bien como una mezcla que contiene diferentes GAG o una poblacién de GAG que son
estructural o funcionalmente idénticos (o sustancialmente idénticos). La mezcla enriquecida preferentemente tiene
un efecto de modulacién en el factor de unién a heparina.

Se describen en el presente documento mezclas de compuestos enriquecidas con uno o mas GAG que poseen un
efecto modulador en un factor de unién a heparina/heparan, y métodos para usar dichas mezclas.

Se describen en el presente documento moléculas de GAG que potencian (por ejemplo agonizan) la actividad de
BMP-2 y por lo tanto su capacidad para estimular la proliferacién de células madre y la formacién del hueso.

Como se usa en el presente documento, los términos "enriquecer”, "enriquecimiento”, "enriquecido”, etc. describen
un proceso (o estado) por el que la composicion relativa de la mezcla se altera (o se ha alterado) de tal manera que
la fraccion de esa mezcla dada por una o mas de esas entidades aumente, mientras que la fraccion de esa mezcla
dada por una o mas entidades diferentes se reduzca.

Los GAG aislados por enriquecimiento pueden ser puros, es decir contener sustancialmente solamente un tipo de
GAG, o pueden continuar siendo una mezcla de diferentes tipos de GAG, teniendo la mezcla una mayor proporcién
de GAG particulares que se unen con el dominio de union a heparina en relacién con la mezcla de partida.

Los GAG identificados por la presente invencion son preferentemente GAG que muestran un efecto funcional
cuando se ponen en contacto con células o tejidos en los que se expresa o esta contenida una proteina que
contiene el dominio de unién a heparina. El efecto funcional puede ser un efecto modulador o potenciador.

El efecto funcional puede ser para promover (estimular) o inhibir la proliferacion de las células de un cierto tipo o la
diferenciacién de un tipo celular a otro, o la expresion de uno o mas marcadores proteicos. Por ejemplo, los GAG
pueden promover la proliferacién celular, es decir un aumento en el nimero de células, o promover la diferenciacién
de células madre en tipos celulares especializados (por ejemplo, células madre mesenquimales en tejido conectivo),
promover o inhibir la expresion de marcadores proteicos indicativos de la multipotencia o estado de diferenciacion de
las células (por ejemplo marcadores tales como actividad de fosfatasa alcalina, deteccion de RUNX2, osterix,
colageno |, 1l, IV, VII, X, osteopontina, osteocalcina, BSPIl, SOX9, Aggrecano, ALBP, CCAAT/proteina de unién a
potenciador-a (C/EBPa) proteina de union a lipidos de adipocitos (ALBP), fosfatasa alcalina (ALP), sialoproteina del
hueso 2 (BSPII), Colageno2a1 (Coll2a) y SOX9).

Como se usa en el presente documento, se entiende que la expresién "efecto modulador” significa el efecto que
tiene una primera entidad en una segunda entidad en el que la funcion normal de la segunda entidad en otro
proceso o procesos se modifica por la presencia de la primera entidad. El efecto modulador puede ser agonista o
antagonista.

El efecto modulador puede ser un efecto potenciador. Se entiende que la expresion "efecto potenciador” significa el
efecto de aumentar la potencia. En una realizaciéon preferida de la presente invencién, la expresion "efecto
potenciador” se refiere al efecto que una primera entidad tiene en una segunda entidad, aumentando dicho efecto la
potencia de esa segunda entidad en otro proceso o procesos. En una realizacidon preferida adicional de la presente
invencién, se entiende que el efecto potenciador significa el efecto de GAG aislados en un factor de unién a
heparina, en el que dicho efecto aumenta la potencia de dicho factor de unién a heparina.

El efecto potenciador puede ser un aumento en la biodisponibilidad del factor de union a heparina. El efecto
potenciador puede ser un aumento en la biodisponibilidad de BMP2. Un método para medir un aumento en la
biodisponibilidad del factor de unién a heparina es mediante la determinacién de un aumento en la concentracién
local del factor de unién a heparina.

El efecto potenciador puede ser proteger el factor de unién a heparina de la degradacion. El efecto potenciador
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puede ser proteger BMP-2 de la degradacion. Un método para determinar una reducciéon en la degradacion del
factor de union a heparina es mediante la mediciéon de un aumento en la semivida del factor de unién a heparina.

El efecto potenciador puede ser secuestrar factores de unién a heparina lejos de los receptores celulares. El efecto
potenciador puede ser estabilizar la interaccion del ligando-receptor.

El efecto potenciador (por ejemplo modulacién del crecimiento o diferenciacién) puede determinarse mediante el uso
de ensayos apropiados. Por ejemplo, el efecto que tiene un HS en la estabilidad de BMP-2 puede determinarse por
ELISA. El efecto que tiene un HS en la actividad de BMP-2 puede determinarse midiendo la activacién/expresion de
uno o mas de SMAD 1, 5 u 8, o midiendo la expresion de uno o mas genes marcadores osteogénicos tales como
Runx2, fosfatasa alcalina, osterix, osteocalcina y BSP1, o midiendo los niveles de mineralizaciéon usando tincién tal
como rojo alizarin y von Kossa.

Como se usa en el presente documento, el proceso de "poner en contacto" implica aproximar fisicamente de forma
estrecha dos o mas entidades discretas. El proceso de "poner en contacto” implica aproximar de forma estrecha dos
0 mas entidades discretas durante un tiempo, y en condiciones, suficientes para permitir que una parte de esas dos
0 mas entidades discretas interaccionen a un nivel molecular. Preferentemente, como se usa en el presente
documento, el proceso de "poner en contacto” implica aproximar de forma estrecha la mezcla de compuestos que
poseen uno o mas GAG y el polipéptido correspondiente al dominio de unién a heparina de un factor de union a
heparina. Los ejemplos de procesos de “puesta en contacto” incluyen mezcla, disolucién, hinchamiento, lavado. En
realizaciones preferidas el “contacto” de la mezcla de GAG y el polipéptido es suficiente para que se formen
complejos, que pueden ser covalentes pero son preferentemente no covalentes, entre GAG y polipéptidos que
muestran alta afinidad entre si.

El polipéptido puede comprender la secuencia de aminoacidos primaria de longitud completa o longitud casi
completa de una proteina seleccionada que tiene un dominio de unién a heparina. Debido al plegamiento que puede
producirse en polipéptidos mas largos que conduce al posible enmascaramiento del dominio de unién a heparina de
la mezcla de GAG, se prefiere que el polipéptido sea corto. Preferentemente, el polipéptido tendra una secuencia de
aminoacidos que incluya el dominio de unién a heparina y opcionalmente incluyendo uno o mas aminoacidos en uno
o cada uno de los extremos N y C terminales de los péptidos. Estos péptidos adicionales pueden permitir la adicién
de moléculas enlazadoras o de unién al polipéptido que se requieren para unir el polipéptido con el soporte sélido.

En realizaciones preferidas, ademas del nimero de aminoacidos en el dominio de unién a heparina el polipéptido
contiene 1-20, mas preferentemente 1-10, aun mas preferentemente 1-5 aminodacidos adicionales. En algunas
realizaciones la secuencia de aminoacidos del dominio de unién a heparina representa al menos el 80 % de los
aminoacidos del polipéptido, mas preferentemente al menos el 90 %, alin mas preferentemente al menos el 95 %.

Para adherir polipéptidos a la superficie de un soporte solido los polipéptidos se modifican preferentemente para
incluir un marcador molecular, y la superficie del soporte sélido se modifica para incorporar una sonda molecular
correspondiente que tenga alta afinidad por el marcador molecular, es decir el marcador molecular y la sonda forman
un par de unién. En realizaciones preferidas el marcador y/o la sonda se seleccionan de uno cualquiera de: un
anticuerpo, un receptor celular, un ligando, biotina, cualquier fragmento o derivado de estas estructuras, cualquier
combinacion de los anteriores, o cualquier otra estructura para cuya unidon o asociaciéon de otro modo con
especificidad pueda disefiarse o configurarse una sonda. Un par de union preferido adecuado para su uso como
marcador y sonda es biotina y avidina.

El polipéptido deriva preferentemente de una proteina de interés. Por "deriva de" se entiende que el polipéptido se
elige, se selecciona o se prepara porque contiene la secuencia de aminoacidos de un dominio de unién a heparina
que esta presente en una proteina de interés. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del dominio de
union a heparina puede modificarse de la que aparece en la proteina de interés, por ejemplo para investigar el efecto
de cambios en la secuencia de dominio de unién a heparina en la unién con GAG.

La proteina de interés puede ser cualquier proteina que se una con heparina, y por lo tanto tiene un dominio de
unién a heparina. Las proteinas preferidas incluyen las expresadas en la matriz extracelular, en particular en la
matriz extracelular de tejido conectivo (por ejemplo hueso, cartilago, musculo, tendones, ligamentos, grasa).

Se exponen a continuacion proteinas preferidas y sus dominios de unioén a heparina:

Proteina Secuencia de aminoacidos del dominio de unién a heparina SEC ID Ne
BMP2 QAKHKQRKRLKSSCKRHP 1
BMP4 SPKHHSQRARKKNKNCRRH 2
FGF2 TYRSRKYTSWYVALKRTGQYKLGSKTGPGQK 3
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Proteina Secuencia de aminoacidos del dominio de unién a heparina SEC ID Ne
SHH GKRRHPKKLTPLAYKQ 4
VEGF 189 KCECRPKKDRARQEKKSVRGKGKGQKRKRKKSRYKSWS 5
FGFR1 APYWTSPEKMEKKLHAVPAAKTVK 6
VITRONECTINA RPSLAKKQRFRHRNRKGYRSQRGHSRGRNQNSRR 7
PDGF B RVRRPPKGKHRKFKHTH 8
HB-EGF HGKRKKKGKGLGKKRDPCLRKYK 9
FGFR3 APYWTRPERMDKKLLAVPAANTVR 10
FIBRONECTINA TLENVSPPRRARV 11
LAMININA RYVVLPRPVCFEKGMNYTVR 12
N-CAM IWKHKGRDVILKKDVRFI 13

Los expertos en la materia entienden que variaciones pequefas en la secuencia de aminoacidos de un polipéptido
particular pueden permitir que se mantenga la funcionalidad inherente de esa parte. También se entiende que la
sustitucion de ciertos restos de aminoacidos dentro de un péptido con otros restos de aminoacidos que son
isostéricos y/o isoelectronicos puede mantener o mejorar ciertas propiedades del péptido no sustituido. Estas
variaciones también estan abarcadas dentro del alcance de la presente invencion. Por ejemplo, el aminoacido
alanina puede en ocasiones sustituir al aminodacido glicina (y viceversa) manteniendo al mismo tiempo una o mas de
las propiedades del péptido. El término “isostérico” se refiere a una similitud espacial entre dos entidades. Dos
ejemplos de restos que son isostéricos a temperaturas moderadamente elevadas son los grupos de isopropilo y terc-
butilo. El término “isoelectronico” se refiere a una similitud electrénica entre dos entidades, siendo un ejemplo el caso
en el que dos entidades poseen una funcionalidad de la misma pKa, o una similar.

En realizaciones de la presente invencion, el polipéptido correspondiente al dominio de unién a heparina puede ser
sintético o recombinante.

El soporte sélido puede ser cualquier sustrato que tenga una superficie con la que puedan unirse las moléculas,
directa o indirectamente, mediante enlaces covalentes o no covalentes. El soporte s6lido puede incluir cualquier
material de sustrato que sea capaz de proporcionar soporte fisico para las sondas que se unen con la superficie.
Puede ser un soporte de matriz. El material es capaz en general de soportar condiciones relacionadas con la unién
de las sondas con la superficie y cualquier tratamiento, manipulacién o procesamiento posterior encontrado durante
la realizaciéon de un ensayo. Los materiales pueden ser de origen natural, sintéticos o una modificacién de un
material de origen natural. El soporte sélido puede ser un material plastico (incluyendo polimeros, tales como, por
ejemplo, poli(vinil cloruro), copolimeros de ciclo-olefina, poliacrilamida, poliacrilato, polietileno, polipropileno, poli(4-
metilbuteno), poliestireno, polimetacrilato, poli(etilen tereftalato), politetrafluoroetileno (PTFE o Teflon®), nylon,
poli(vinil butirato)), etc., bien usados por si solos o junto con otros materiales. Pueden considerarse materiales
rigidos adicionales, tales como vidrio, que incluye silice e incluye ademas, por ejemplo, vidrio que esta disponible
como Bioglass. Otros materiales que pueden emplearse incluyen materiales porosos, tales como, por ejemplo,
perlas de vidrio de poro controlado. También se contempla cualquier otro material conocido en la técnica que sea
capaz de tener uno o mas grupos funcionales, tales como cualquiera de un grupo funcional amino, carboxilo, tiol o
hidroxilo, por ejemplo, incorporado en su superficie.

Los soportes solidos preferidos incluyen columnas que tienen un polipéptido inmovilizado en una superficie de la
columna. La superficie puede ser una pared de la columna, y/o puede proporcionarse por perlas empaquetadas en
el espacio central de la columna.

El polipéptido puede inmovilizarse en el soporte solido. Los ejemplos de métodos de inmovilizacién abarcados
dentro del alcance de la presente invencién incluyen: adsorcién, unién covalente, atrapamiento y confinamiento en
membrana. En una realizacion preferida de la presente invencion la interaccion entre el polipéptido y la matriz es
sustancialmente permanente. En una realizacion preferida adicional de la presente invencion, la interaccién entre el
péptido y la matriz es convenientemente inerte para cromatografia de intercambio i6nico. En una realizacién
preferida, el polipéptido esta unido con la superficie del soporte solido. Se entiende que un experto en la materia
tendria una gran serie de opciones para elegir para unir quimica y/o fisicamente dos entidades entre si. Estas
opciones estan abarcadas todas dentro del alcance de la presente invencién. En una realizacién preferida de la
presente invencién, el polipéptido se adsorbe en un soporte solido mediante la interaccién de biotina con
estreptavidina. En un ejemplo representativo de esta realizacion particular, una molécula de biotina se une
covalentemente con el polipéptido, tras lo cual el conjugado de biotina-polipéptido se une con estreptavidina, que a
su vez se ha unido covalentemente con un soporte sélido. En otra realizacion de la presente invencién, puede
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usarse un resto espaciador o enlazador para conectar la molécula de biotina con el polipéptido, y/o la estreptavidina
con la matriz.

Poniendo en contacto la mezcla de GAG con el soporte sélido se permite que se formen complejos de GAG-
polipéptido. Estos se separan del resto de la mezcla retirando el resto de la mezcla del soporte soélido, por ejemplo
lavando el soporte sélido para eluir materiales no unidos. Cuando se usa una columna como el soporte solido
pueden eluirse componentes no de unién de la mezcla del GAG de la columna dejando los complejos de GAG-
polipéptido unidos a la columna.

En la presente invencion, se entiende que ciertos oligosacaridos pueden interaccionar de una manera no especifica
con el polipéptido. En ciertas realizaciones, el oligosacarido que interacciona con el polipéptido de una manera no
especifica puede incluirse en, o excluirse de la mezcla de compuestos enriquecidos con uno o mas GAG que
modulan el efecto de un factor de unién a heparina. Un ejemplo de una interaccion no especifica es el confinamiento
temporal dentro de un bolsillo de una molécula de tamafo y/o forma adecuados. Ademas se entiende que estos
oligosacaridos pueden eluir mas lentamente que los oligosacaridos que no presentan interaccién con el péptido en
absoluto. Ademas se entiende que los compuestos que se unen de forma no especifica pueden no requerir el aporte
del mismo estimulo externo para hacerlos eluir que para los compuestos que se unen de una manera especifica (por
ejemplo mediante una interaccién ionica). La presente invencién es capaz de separar una mezcla de oligosacaridos
en los componentes de esa mezcla que: se unen de una manera especifica con el polipéptido; los que se unen de
una manera no especifica con el polipéptido; y los que no se unen con el polipéptido. Estas designaciones se
definen de forma operativa para cada par de péptido-GAG.

Variando las condiciones (por ejemplo concentracién salina) presentes en la superficie del soporte sélido en el que
se produce la unién del GAG y polipéptido pueden seleccionarse los GAG que tienen la mayor afinidad y/o
especificidad por el dominio de unién a heparina.

Pueden obtenerse en consecuencia GAG que tengan una alta afinidad de unidn por una proteina de interés y/o el
dominio de unién a heparina de la proteina de interés. La afinidad de unién (Kq) puede elegirse entre una de: menos
de 10 uM, menos de 1 uM, menos de 100 nM, menos de 10 nM, menos de 1 nM, menos de 100 pM.

Los GAG obtenidos por los métodos de la invencidon pueden ser Utiles en una serie de aplicaciones, in vitro y/o in
vivo. Los GAG pueden proporcionarse para su uso en estimulacion o inhibicion del crecimiento celular o tisular y/o
proliferacién y/o diferenciacion bien en cultivo celular o bien en tisular in vitro, 0 en células o tejido in vivo.

Los GAG pueden proporcionarse como una formulacién para dichos fines. Por ejemplo, pueden proporcionarse
medios de cultivo que comprenden un GAG obtenido por el método de la presente invencién.

Las células o tejidos obtenidos de cultivo celular o tisular in vitro en presencia de GAG obtenidos por el método de la
presente invencién pueden recogerse e implantarse en un paciente humano o animal que necesite tratamiento. Se
puede proporcionar por lo tanto un método de implantacion de células y/o tejidos, comprendiendo el método las
etapas de:

(a) cultivar células y/o tejidos in vitro en contacto con GAG obtenidos por el método de la presente invencion;
(b) recoger las células y/o tejidos;
(c) implantar las células y/o tejidos en un sujeto humano o animal que necesite tratamiento.

Las células pueden cultivarse en la parte (a) en contacto con los GAG durante un periodo de tiempo suficiente para
permitir el crecimiento, proliferacion o diferenciacién de las células o tejidos. Por ejemplo, el periodo de tiempo
puede elegirse de: al menos 5 dias, al menos 10 dias, al menos 20 dias, al menos 30 dias o al menos 40 dias.

Como se describe en el presente documento, los GAG pueden formularse para su uso en un método de tratamiento
médico, incluyendo la prevencion o tratamiento de lesion o de enfermedad. Puede proporcionarse una composicion
farmacéutica o medicamento que comprende los GAG y un diluyente, vehiculo o adyuvante farmacéuticamente
aceptable. Dichas composiciones farmacéuticas o medicamentos puede proporcionarse para la prevencién o el
tratamiento de lesién o enfermedad. También se proporciona el uso de un GAG obtenido por el método de la
presente invencion en la preparacion de un medicamento para la prevencion o tratamiento de enfermedad o lesién.
Opcionalmente, las composiciones farmacéuticas y medicamentos de acuerdo con la presente invencién también
pueden contener la proteina de interés que tiene el dominio de unién a heparina con el que se une el GAG. En
realizaciones adicionales las composiciones farmacéuticas y medicamentos pueden comprender ademas células
madre, por ejemplo células madre mesenquimales.

El tratamiento de lesion o enfermedad puede comprender la reparacion, la regeneracion o el reemplazo de células o
tejido, tal como tejido conectivo (por ejemplo hueso, cartilago, muasculo, grasa, tendén o ligamento). Para la
reparacion de tejido, la composicién farmacéutica o medicamento que comprende el GAG puede administrarse
directamente al sitio de lesién o enfermedad para estimular el crecimiento, la proliferacién y/o la diferenciacion de
nuevo tejido para efectuar una reparacion de la lesion o para curar o aliviar (por ejemplo proporcionar alivio a los
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sintomas de) la afecciéon de enfermedad. La reparacién o regeneraciéon del tejido puede mejorarse combinando
células madre en la composicion farmacéutica o medicamento.

Para el reemplazo de tejido, pueden ponerse en contacto GAG con células y/o tejido durante el cultivo in vitro de las
células y/o el tejido para generar células y/o tejido para implantacion en el sitio de lesion o enfermedad en el
paciente. Puede usarse la implantacion de células o tejido para efectuar una reparacién del tejido lesionado o
enfermo en el paciente mediante reemplazo del tejido lesionado o enfermo. Esto puede implicar la escisién de tejido
lesionado/enfermo e implantaciéon de nuevo tejido preparado por cultivo de células y/o tejido en contacto con un
GAG obtenido por el método de la presente invencion.

Las composiciones farmacéuticas y medicamentos de acuerdo con la presente invencion pueden comprender por lo
tanto uno de:

(a) GAG obtenidos por el método de la invencién;

(b) GAG obtenidos por el método de la invenciéon en combinacién con células madre;

(c) GAG obtenidos por el método de la invencién en combinacién con una proteina que contiene el dominio de
union a heparina unido con el GAG;

(d) GAG obtenidos por el método de la invencion en combinacién con células madre y una proteina que contiene
el dominio de unién a heparina unido con el GAG;

(e) tejidos o células obtenidos de cultivo de células o tejidos en contacto con GAG obtenidos por el método de la
invencion.

Pueden usarse GAG aislados de acuerdo con el método de la presente invencion en la reparacion o regeneracion de
tejido corporal, especialmente regeneracion de hueso, regeneracién neural, construcciéon de tejido esquelético, la
reparacion de lesiones cardiovasculares y la expansion y autorrenovacién de células madre embrionarias y de
adultos. En consecuencia, los GAG pueden usarse para prevenir o tratar una amplia serie de enfermedades y
lesiones, incluyendo osteoartritis, reemplazo de cartilagos, huesos rotos de cualquier tipo (por ejemplo tratamientos
de fusion de disco intervertebral, roturas de huesos largos, defectos craneales), regeneracion de defectos de hueso
criticos o no de union.

El uso de GAG descrito en el presente documento en la reparacion, regeneracion o reemplazo de tejido puede
implicar el uso en curacién de heridas, por ejemplo aceleraciéon de la curacion de heridas, curacién de tejido
cicatricial o de hueso e injerto tisular.

En otro aspecto se describe en el presente documento un armazon biolégico que comprende GAG aislados por el
método de la presente invencion. En algunas realizaciones, los armazones biologicos de la presente invencién
pueden usarse en aplicaciones ortopédicas, vasculares, prostéticas, cutaneas y corneanas. Los armazones
biolégicos proporcionados por la presente invencién incluyen dispositivos de suministro de farmaco de liberacién
prolongada, valvulas tisulares, laminillas de valvulas tisulares, estents de elucion de farmacos, injertos vasculares,
injertos de curacion de heridas o cutaneos y protesis ortopédicas tales como hueso, ligamento, tendén, cartilago y
musculo. En una realizacion preferida de la presente invencién, el armazén bioldgico es un catéter en el que la
superficie interna (y/o externa) comprende uno o mas compuestos de GAG unidos al catéter.

En otro aspecto, se describen en el presente documento uno o mas GAG aislados por el método de la presente
invencion para su uso como un adyuvante. El adyuvante puede ser un adyuvante inmunitario.

En otro aspecto, se describen formulaciones farmacéuticamente aceptables que comprenden una mezcla de
compuestos que comprenden uno o mas GAG, enriqueciéndose dicha mezcla con respecto a GAG que modulan un
factor de unién a heparina. En otro aspecto, se describen en el presente documento formulaciones
farmacéuticamente aceptables que comprenden:

(i) una mezcla de compuestos que comprenden uno o mas GAG, enriqueciéndose dicha mezcla con respecto a
GAG que modulan un factor de unién a heparina; y
(ii) el factor de unién a heparina,

para administracion separada, simultdnea o secuencial. En una realizacién preferida la formulacién comprende la
mezcla de compuestos que comprenden uno o mas GAG, enriqueciéndose dicha mezcla con respecto a GAG que
modulan un factor de unién a heparina y el factor de unidén a heparina en mezcla intima, y se administra de forma
simultdnea a un paciente que necesite tratamiento. En una realizacién adicional de la invencién, la formulacién
comprende la mezcla de compuestos que comprende uno 0 mas GAG, enriqueciéndose dicha mezcla con respecto
a GAG que modulan BMP-2 y BMP-2 en mezcla intima, y se administra simultaneamente a un paciente que necesite
tratamiento.

En otro aspecto se describe un kit para su uso en la reparacion, o regeneracion de tejido, comprendiendo dicho kit (i)
una cantidad predeterminada de un GAG que tiene alta afinidad por una proteina que tiene un dominio de unién a
heparina, y (ii) una cantidad predeterminada de la proteina que tiene dicho dominio de unién a heparina.
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En realizaciones preferidas el GAG es HS/BMP2 y la proteina que tiene el dominio de unién a heparina es BMP2.

Los compuestos de las mezclas enriquecidas pueden administrarse a un sujeto como una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos. Por ejemplo, las sales basicas de los compuestos de las mezclas enriquecidas de la
presente invencién incluyen, pero sin limitacién, las formadas con cationes farmacéuticamente aceptables, tales
como sodio, potasio, litio, calcio, magnesio, amonio y alquilamonio. Se describen en el presente documento sales
catiénicas, por ejemplo las sales sddicas o potasicas.

Se apreciara que los compuestos de las mezclas enriquecidas que portan un grupo de acido carboxilico pueden
suministrarse en forma de un profadrmaco administrable, en el que el resto acido esté esterificado (para tener la
forma CO2R’). El término “profarmaco” se refiere especificamente a la conversién del grupo —OR’ a un grupo -OH, o
un anién carboxilato del mismo, in vivo. En consecuencia, los profarmacos de la presente invencién pueden actuar
para potenciar la adsorcién de farmaco y/o el suministro de farmaco a células. La conversion in vivo del profarmaco
puede facilitarse bien por enzimas celulares tales como lipasas y esterasas o bien por escision quimica tal como
hidrélisis de éster in vivo.

Pueden formularse medicamentos y composiciones farmacéuticas para administracién por varias vias, incluyendo
pero sin limitacién, inyeccion en el sitio de enfermedad o lesién. Los medicamentos y composiciones pueden
formularse en forma fluida o sélida. Pueden formularse formulaciones fluidas para administracién por inyeccion a
una region seleccionada del cuerpo humano o animal.

La administracion es preferentemente en una “cantidad terapéuticamente eficaz”, siendo esta suficiente para mostrar
beneficio al individuo. La cantidad real administrada, y la velocidad y ciclo temporal de administracion, dependeran
de la naturaleza y gravedad de la lesion o enfermedad que se trate. La prescripcién del tratamiento, por ejemplo,
decisiones sobre la dosificacion, etc., esta dentro de la responsabilidad de los practicantes generales y otros
doctores en medicina, y normalmente tiene en cuenta el trastorno para tratar, la condiciéon del paciente individual, el
sitio de suministro, el método de administracién y otros factores conocidos por los practicantes. Pueden encontrarse
ejemplos de las técnicas y protocolos mencionados anteriormente en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 20?2
Edicion, 2000, pub. Lippincott, Williams & Wilkins.

En esta memoria descriptiva un paciente para tratar puede ser cualquier animal o ser humano. El paciente puede ser
un mamifero no humano, pero es mas preferentemente un paciente humano. El paciente puede ser hombre o mujer.

Los métodos descritos en el presente documento pueden realizarse in vitro o in vivo, como se indica. Se entiende
que en la expresién “in vitro” abarca procedimientos con células en cultivo mientras que se entiende que la expresion
“in vivo” abarca procedimientos con organismos multicelulares intactos.

Células madre

Las células que pueden ponerse en contacto con GAG obtenidos por el método de la presente invencion incluyen
células madre, siempre que cuando sean células madre humanas no sean células madre embrionarias.

Las células madre cultivadas y descritas en el presente documento pueden ser células madre de cualquier tipo.
Pueden ser totipotenciales o multipotenciales (pluripotenciales). Pueden ser células madre embrionarias o adultas de
cualquier tejido y pueden ser células madre hematopoyéticas, células madre neurales o células madre
mesenquimales. Preferentemente son células madre adultas. Mas preferentemente son células madre
mesenquimales adultas, por ejemplo, capaces de diferenciarse en tejido conectivo y/o células del hueso tales como
condrocitos, osteoblastos, miocitos y adipocitos. Las células madre pueden obtenerse de cualquier animal o ser
humano, por ejemplo animales no humanos, por ejemplo conejo, cobaya, rata, ratén u otro roedor (incluyendo
células de cualquier animal en el orden Rodentia), gato, perro, cerdo, oveja, cabra, vaca, caballo, primate no
humano u otro organismo vertebrado no humano; y/o animales mamiferos no humanos; y/o ser humano.
Opcionalmente no son humanos.

En esta memoria descriptiva, se entiende por célula madre cualquier tipo celular que tenga la capacidad de dividirse
(es decir, autorrenovarse) y permanecer multipotencial (pluripotencial) y dar lugar a células especializadas si se
desea.

Pueden obtenerse células madre cultivadas como se describe en el presente documento o derivarse de cultivos
existentes o directamente de cualquier tejido adulto, no humano embrionario o fetal, incluyendo sangre, médula
Osea, piel, epitelio o corddn umbilical (un tejido que normalmente se descarta).

La multipotencialidad de las células madre puede determinarse mediante el uso de ensayos adecuados. Dichos
ensayos pueden comprender detectar uno o mas marcadores del pluripotencialidad, por ejemplo actividad fosfatasa
alcalina, deteccion de RUNX2, osterix, colageno I, Il, 1V, VI, X, osteopontina, Osteocalcina, BPSII, SOX9,
Aggrecano, ALBP, CCAAT/proteina de unién a potenciador-o. (C/EBPa), proteina de unién a lipidos de adipocitos
(ALBP), fosfatasa alcalina (ALP), sialoproteina del hueso 2, (BSPII), Colageno2ai (Coll2a) y SOX9.
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Las células madre mesenquimales o células madre del estroma de la médula 6sea humana se definen como células
progenitoras pluripotenciales (multipotenciales) con la capacidad para generar cartilago, hueso, muasculo, tendén,
ligamento y grasa. Estos progenitores primitivos existen de forma posnatal y muestran caracteristicas de células
madre, concretamente baja incidencia y potencial de renovacién extensivo. Estas propiedades en combinacion con
su plasticidad del desarrollo han generado un enorme interés en el uso potencial de células madre mesenquimales
para reemplazar tejidos dafiados. En esencia las células madre mesenquimales podrian cultivarse para expandir sus
numeros, después trasplantarse al sitio lesionado o después sembrarse en/sobre armazones para generar
construcciones de tejido apropiadas.

Por lo tanto, un enfoque alternativo para reparacion esquelética, muscular, de tendén y de ligamentos es la
seleccién, expansién y modulacion de las células progenitoras apropiadas tales como células osteoprogenitoras en
el caso de hueso en combinacién con un armazén conductivo o inductivo para soportar y guiar la regeneracion junto
con seleccidn juiciosa de factores de crecimiento tisular especificos.

Las células madre mesenquimales de médula ésea humana pueden aislarse y detectarse usando marcadores
selectivos, tales como STRO-I, de una fraccién CD34+ que indica su potencial para repoblacién de la médula. Estos
marcadores de superficie celular solamente se encuentran en la superficie celular de células madre mesenquimales
y son un indicio de la pluripotencialidad de las células.

Se describe en el presente documento una composicién farmacéutica que comprende células madre generadas por
cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, o fragmentos o productos de los mismos. La
composicién farmacéutica es Util en un método de tratamiento médico. Las composiciones farmacéuticas adecuadas
pueden comprender ademas un vehiculo, adyuvante o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Las células madre generadas por cualquiera de los métodos descritos en el presente documento pueden usarse en
un método de tratamiento médico, preferentemente, un método de tratamiento médico que comprende administrar a
un individuo que necesite un tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho medicamento o composicion
farmacéutica.

Las células madre obtenidas mediante métodos y técnicas de cultivo de acuerdo con la presente divulgacién pueden
usarse para diferenciar en otro tipo celular para su uso en un método de tratamiento médico. Por lo tanto, el tipo
celular diferenciado puede derivar de, y puede considerarse un producto de, una célula madre obtenida por los
métodos y técnicas de cultivo descritos que se ha permitido posteriormente que se diferencie. Pueden
proporcionarse composiciones farmacéuticas que comprenden dichas células diferenciadas, opcionalmente junto
con un vehiculo, adyuvante o diluyente farmacéuticamente aceptable. Dicha composicién farmacéutica puede ser util
en un método de tratamiento médico.

Glucosaminoglucanos

Como se usa en el presente documento, los términos “glucosaminoglucano” y “GAG” se usan indistintamente y se
entiende que se refieren a la gran coleccién de moléculas que comprenden un oligosacarido, en las que uno o0 mas
de los sacaridos unidos poseen un sustituyente amino, o un derivado del mismo. Son ejemplos de GAG condroitin
sulfato, keratin sulfato, heparina, dermatén sulfato, hialuronato y heparan sulfato. Los heparan sulfatos son
realizaciones preferidas de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término “GAG” también se extiende para abarcar las moléculas que son
conjugados de GAG. Un ejemplo de conjugado de GAG es un proteoglucosaminoglucano (PGAG, proteoglucano) en
el que un componente peptidico se une covalentemente con un componente oligosacarido.

En la presente invencion, se entiende que hay un gran nimero de fuentes de compuestos de GAG, incluyendo
naturales, sintéticas o semisintéticas. Una fuente preferida de GAG es el tejido biolégico. Una fuente preferida de
GAG es una célula madre. Una fuente especialmente preferida de GAG es una célula madre capaz de diferenciarse
en una célula que corresponde a un tejido que sera el objeto de tratamiento. Por ejemplo, los GAG pueden
obtenerse de preosteoblastos para su uso en regeneracién de hueso o construccién de tejido esquelético. En una
realizacién especialmente preferida de la presente invencion, los GAG pueden obtenerse de una linea celular
inmortalizada. En una realizacién preferida adicional de la presente invencién, los GAG pueden obtenerse de una
linea celular inmortalizada que se cultiva en un biorreactor. Otra fuente preferida de GAG es una fuente sintética. A
este respecto, los GAG pueden obtenerse de la elaboracidon sintética de materiales de partida disponibles en el
mercado a una forma quimica mas complicada mediante técnicas conocidas, o concebibles, por un experto en la
materia. Un ejemplo de dicho material de partida disponible en el mercado es glucosamina. Otra fuente preferida de
GAG es una fuente semisintética. A este respecto, la elaboracion sintética, de un material de partida natural, que
posee mucha de la complejidad del material deseado, se elabora de forma sintética usando técnicas conocidas, o
concebibles, por un experto en la materia. Son ejemplos de dicho material de partida natural quitina y dextrano, y
son ejemplos de los tipos de etapas sintéticas que pueden elaborar ese material de partida, a una mezcla de GAG
adecuada para su uso en la presente invencion, hidrélisis de enlaces amida, oxidacion y sulfatacion. Otro ejemplo de
una via semisintética a GAG de la estructura deseada comprende la interconversion sintética de GAG relacionados
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para obtener GAG adecuados para su uso en la presente invencion.

Heparéan sulfato (HS)

En aspectos preferidos de la invencion el glucosaminoglucano o proteoglucano es preferentemente un heparan
sulfato.

Los proteoglucanos de heparan sulfato (HSPG) representan un subgrupo altamente diverso de proteoglucanos y
estan compuestos por cadenas laterales de glucosaminoglucano de heparan sulfato unidas covalentemente con una
cadena principal proteica. La proteina central existe en tres formas principales: una forma secretada conocida como
perlecano, una forma anclada en la membrana plasmatica conocida como glipicano, y una forma transmembrana
conocida como sindecano. Son constituyentes ubicuos de las superficies de células de mamifero y la mayoria de las
matrices extracelulares. Hay otras proteinas tales como agrina, o la proteina precursora amiloide, en las que una
cadena de HS puede unirse a nlcleos hallados menos habitualmente.

“Heparan Sulfato” (“heparan sulfato” o “HS”) se sintetiza inicialmente en el aparato de Golgi como polisacaridos
consistentes en repeticiones en tandem de acido D-glucurdnico (GlcA) y N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc). Los
polisacaridos nacientes pueden modificarse posteriormente en una serie de etapas: N-desacetilacion/N-sulfatacion
de GIcNAc, epimerizacion C5 de GIcA a acido idurénico (IdoA), O-sulfatacion en C2 de IdoA y GicA, O-sulfatacién en
C6 de N-sulfoglucosamina (GIcNS) y ocasional O-sulfatacion en C3 de GIcNS. La N-desacetilacién/N-sulfatacion, 2-
O-, 6-O- y 3-O-sulfatacion de HS estan mediadas por la accion especifica de HS N-desacetilasa/N-sulfotransferasa
(HSNDST), HS 2-O-sulfotransferasa (HS2ST), HS 6-O-sulfotransferasa (HS6ST) y HS 3-O-sulfotransferasa,
respectivamente. En cada una de las etapas de modificacion, solamente se modifica una fraccién de los sustratos
potenciales, dando como resultado una considerable diversidad de secuencia. Esta complejidad estructural de HS
ha hecho dificil determinar su secuencia y entender la relacion entre la estructura y funciéon del HS.

Las cadenas laterales de heparan sulfato consisten en D-&cido glucurénico o L-acido idurdnico dispuestos de forma
alterna y D-glucosamina, unidos mediante enlaces glucosidicos (1—4). La glucosamina estd con frecuencia N-
acetilada o N-sulfatada y tanto el acido urénico como la glucosamina pueden estar adicionalmente O-sulfatados. La
especificidad de un HSPG particular para un compafiero de unién particular se crea por el patron especifico de
grupos carboxilo, acetilo y sulfato unidos con la glucosamina y el acido urénico. A diferencia de la heparina, el
heparan sulfato contiene menos grupos N y O-sulfato y mas grupos N-acetilo. Las cadenas laterales de heparan
sulfato se unen con un resto de serina de la proteina central mediante una regién de enlace de tetrasacarido (-
glucuronosil(1—3)-galactosil-p-((1—3)-galactosil-B-((1—4)-xilosil-B-1-O-(Serina)).

Tanto las cadenas de heparan sulfato como la proteina central pueden experimentar una serie de modificaciones
que pueden en Ultima instancia influir en su actividad biolégica. Se ha considerado que la complejidad de HS
sobrepasa la de los acidos nucleicos (Lindahl et al, 1998, J. Biol. Chem. 273, 24979; Sugahara y Kitagawa, 2000,
Curr. Opin. Struct. Biol. 10, 518). La variacion en especies de HS surge de la sintesis de secuencias no aleatorias,
altamente sulfatadas de restos de azlcares que se separan por regiones no sulfatadas de disacaridos que contienen
glucosamina N-acetilada. La conversion inicial de N-acetilglucosamina a N-sulfoglucosamina crea un centro para
otras modificaciones, incluyendo epimerizacién de acido glucurénico a acido idurénico y un patron complejo de O-
sulfataciones en glucosamina o acidos idurénicos. Ademas, dentro de las secuencias N-acetiladas no modificadas,
poco sulfatadas, los restos de hexuronato permanecen como glucuronato, mientras que en las regiones N-sulfatadas
altamente sulfatadas, el epimero C-5 iduronato predomina. Esto limita el nimero de variantes disacaridas
potenciales posibles en cualquier cadena dada pero no la abundancia de cada una. La mayoria de las
modificaciones suceden en los dominios N-sulfatados, o directamente adyacentes a ellos, de modo que en la cadena
madura haya regiones de alta sulfatacion separadas por dominios de baja sulfatacion (Brickman et al. (1998), J. Biol.
Chem. 273(8), 4350-4359, que se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad).

Se plantea la hipétesis de que las cadenas de heparan sulfato altamente variables desempefian papeles claves en la
modulacién de la accién de un gran numero de ligandos extracelulares, incluyendo regulaciéon y presentacion de
factores de crecimiento y adhesién a la célula, mediante una combinacion complicada de bucles de
retroalimentacion autocrinos, yuxtacrinos y paracrinos, controlando de este modo la sefalizacién intracelular y por lo
tanto la diferenciacion de células madre. Por ejemplo, incluso aunque pueden describirse genéticamente
glucosaminoglucanos de heparan sulfato (Alberts et al. (1989) Garland Publishing, Inc, Nueva York y Londres, pp.
804 y 805), las especies de glucosaminoglucanos de heparan sulfato aisladas de una Unica fuente pueden diferir en
su actividad biolégica. Como se muestra en Brickman et al, 1998, Glycobiology 8, 463, dos grupos separados de
glucosaminoglucanos de heparan sulfato obtenidos de células neuroepiteliales podrian activar especificamente bien
FGF-1 o bien FGF-2, dependiendo del estado mitogénico. De forma similar, la capacidad de un heparan sulfato (HS)
para interaccionar con FGF-1 o FGF-2 se describe en el documento WO 96/23003. De acuerdo con la presente
solicitud de patente, un HS respectivo capaz de interaccionar con FGF-1 puede obtenerse de células murinas el dia
embrionario de aproximadamente 11 a aproximadamente 13, mientras que un HS capaz de interaccionar con FGF-2
puede obtenerse el dia embrionario de aproximadamente 8 a aproximadamente 10.

Como se ha indicado anteriormente la estructura de HS es altamente compleja y variable entre HS. De hecho, se
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considera que la variacién de la estructura de HS desempena un papel importante en la contribucién a la actividad
diferente de cada HS en la promocidn del crecimiento celular y direccion de la diferenciacién celular. Se considera
que la complejidad estructural sobrepasa la de los acidos nucleicos y aunque la estructura de HS puede
caracterizarse como una secuencia de unidades disacaridas repetidas que tienen patrones de sulfatacion
especificos y Unicos en el momento presente no esta disponible ninguna técnica de secuenciaciéon convencional
equivalente a las disponibles para secuenciaciéon de acido nucleico para determinar la estructura de secuencia de
HS. En ausencia de métodos sencillos para determinar una estructura de secuencia de HS definitiva las moléculas
de HS se identifican positivamente y se caracterizan estructuralmente por trabajadores expertos en el campo por
varias técnicas analiticas. Estas incluyen uno o una combinacion de analisis de disacaridos, analisis de
tetrasacaridos, HPLC y determinacién de peso molecular. Los expertos en la materia conocen bien y usan estas
técnicas analiticas.

Dos técnicas para la produccion de di y tetrasacaridos de HS incluyen digestion con &cido nitroso y digestion con
liasa. Se proporciona posteriormente una descripcién de un modo de realizar estas técnicas de digestion,
Unicamente como ejemplo, no limitando dicha descripcién el alcance de la presente invencion.

Digestion con acido nitroso

La despolimerizaciéon basada en acido nitroso del heparan sulfato conduce a la eventual degradacién de la cadena
de carbohidrato en sus componentes disacaridos individuales cuando se toma hasta su complecion.

Por ejemplo, puede prepararse acido nitroso enfriando 250 pl de H.SO4 0,5 M y Ba(NOz)2 0,5 M por separado en
hielo durante 15 min. Después de enfriar, el Ba(NOz)2 se combina con el H.SO4 y se agita vorticialmente antes de
centrifugar para retirar el precipitado de sulfato de bario. Se afadieron 125 pl de HNO, a muestras de GAG
resuspendidas en 20 ul de H2O, y se agit6é vorticialmente antes de incubar durante 15 min a 25 °C con mezclado
ocasional. Después de incubar, se afiadié NaCOs; 1 M a la muestra para llevarla a pH 6. A continuacién, se
anadieron 100 pl de NaBH, 0,25 M en NaOH 0,1 M a la muestra y la mezcla se calent6 a 50 °C durante 20 min. La
mezcla se enfri6 después a 25 °C y se anadio acido acético glacial acidificado para llevar la muestra a pH 3. La
mezcla se neutralizé6 después con NaOH 10 M y el volumen se redujo por liofilizacién. Se procesan muestras finales
en una columna de Bio-Gel P-2 para separar di y tetrasacaridos para verificar el grado de degradacion.

Digestion con liasa

La Heparinasa lll escinde cadenas de azucares en enlaces glucuronidicos. La serie de enzimas de Heparinasa (I, Il
y lll) presenta cada una actividad relativamente especifica despolimerizando ciertas secuencias de heparan sulfato
en sitios de reconocimiento de sulfatacion particulares. La Heparinasa | escinde cadenas de HS con regiones NS a
lo largo de la cadena de HS. Esto conduce a la alteracion de los dominios sulfatados. La Heparinasa Il
despolimeriza HS con los dominios NA, dando como resultado la separacion de la cadena de carbohidrato en
dominios sulfatados individuales. La Heparinasa |l escinde principalmente en los dominios de “hombro” NA/NS de
cadenas HS, en los que se encuentran patrones de sulfatacion variantes. Nota: La cadena principal de disacarido
repetida del polimero de heparan es un acido urdnico conectado al azicar amino glucosamina. "NS" significa que el
azucar amino porta un sulfato en el grupo amino que permite la sulfatacién de otros grupos en C2, C6 y C3. "NA"
indica que el grupo amino no esta sulfatado y permanece acetilado.

Por ejemplo, para despolimerizacién en las regiones NA usando tanto enzima Heparinasa lll como HS liofilizada se
preparan muestras en un tampén que contiene Tris-HCL 20 mM, BSA 0,1 mg/ml y CaCl> 4 mM a pH 7,5.
Unicamente como ejemplo, puede afadirse Heparinasa Ill a 5 mU por cada 1 ug de HS e incubarse a 37 °C durante
16 h antes de detener la reaccion calentando a 70 °C durante 5 min.

Se pueden eluir di y tetrasacaridos por cromatografia en columna.

Dominios de unién a heparina

Cardin y Weintraub (Molecular Modeling of Protein-Glycosaminoglycan Interactions, Arteriosclerosis Vol. 9 N2 1
Ene/Feb 1989 p.21-32), incorporado en el presente documento en su totalidad por referencia, describe secuencias
consenso para dominios de unién a heparina polipeptidicos. La secuencia consenso tiene un tramo de restos di o
tribasicos separados por dos o tres restos hidropaticos terminados en uno o mas restos basicos. Se han identificado
dos secuencias consenso particulares: XBBXBX [SEC ID N2: 15] y XBBBXXBX [SEC ID N2 16] en las que B es un
resto basico (por ejemplo lisina, arginina, histidina) y X es un resto hidropatico (por ejemplo alanina, glicina, tirosina,
serina). Se ha indicado que los dominios de unién a heparina son abundantes en los aminoacidos Asn, Ser, Ala, Gly,
lle, Leu y Tyr y tienen una baja aparicién de aminoacidos Cys, Glu, Asp, Met, Phe y Trp.

Estas secuencias consenso pueden usarse para buscar secuencias de aminoacidos proteicas o polipeptidicas para

identificar secuencias de aminoacidos de dominio de unién a heparina candidatas que pueden sintetizarse y
ensayarse con respecto a union con GAG de acuerdo con la presente invencion.
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El documento WO 2005/014619 A2 también desvela numerosos péptidos de unién a heparina. Los contenidos del
documento WO 2005/014619 A2 se incorporan en el presente documento en su totalidad por referencia.

Proteinas que contienen dominios de unién a heparina

Se sabe que las siguientes proteinas contienen dominios de uniéon a heparina, y pueden usarse polipéptidos
derivados de las secuencias de aminoacidos de estas proteinas para la identificacion de GAG de acuerdo con la
presente invencion.

Mitégenos/morfégenos/quimiocinas

Factores de Crecimiento de Fibroblastos (FGF-1, FGF-2, FGF-3, FGF-4, FGF-5, FGF-6, FGF-7, FGF-8, FGF-9) asi
como los receptores FGF FGFR1 , FGFR2, FGFR3; HGF (factor de crecimiento de hepatocitos); VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular); Activinas; BMP (proteina morfogenética del hueso, por ejemplo BMP-2, BMP-4);
TGF-B (factor de crecimiento transformante); PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas); OPG
(osteoprotegerina); HB-GAM (moléculas asociadas al crecimiento de union a heparina); Pleiotropinas; GM-CSF
(factor estimulante de colonias de macrofagos y granulocitos); Interferon-y; NT4/5 (Neurotofina); GDNF (factor
neurotréfico derivado de células gliales); Wnts Hedgehog.

Antagonistas

Noggina, Cordina, Esclerostina, CTGF (factor de crecimiento de tejido conectivo), Folistatina, Gremlina.
Glucoproteinas adhesivas

Fibronectina, Vitronectina, Laminina, Colagenos, Trombospondina, Tenascina, Factor de vonWillebrand, NCAM
(Molécula de Adhesion de Células Neurales), N-cadherina.

Enzimas

Lipoproteina Lipasa, Lipasa Hepatica, Fosfolipasa, Apolipoproteina B, Apolipoproteina E.
Inhibidores de serina proteasa

Antitrombina Ill, Cofactor de Heparina Il, Nexinas de Proteasa

Otros factores

Superéxido Dismutasa, Elastasa, Factor de Plaquetas 4, N-CAM, Factores de Transcripcion, ADN Topoisomerasa,
ARN Polimerasa, Factor de Necrosis Tumoral.

La invencién incluye la combinacién de los aspectos y caracteristicas preferidas descritos excepto cuando dicha
combinacién sea claramente no permisible o se evite expresamente.

Los encabezamientos de seccidn usados en el presente documento son para fines de organizacién solamente y no
deben interpretarse como limitantes de la materia objeto descrita.

Breve descripcion de las figuras

Las realizaciones y experimentos que ilustran los principios de la invencion se analizaran ahora con referencia a las
figuras adjuntas en las que:

Figura 1. Cromatografia de intercambio aniénico de muestras de MX alteradas usando tampén de urea 8
M/CHAPS. Se observa un pico de GAG grande después de elucion de NaCl 1 M.

Figura 2. Cromatograma representativo del sistema de desalacién durante la purificacion de GAG derivados de
MX. El pico inicial (12-18 min) representa cadenas de GAG de longitud completa. El pico de conductividad y pico
de residuos (19-30 min) representan elucion de sal y residuos de GAG.

Figura 3. tGAG (2,5 mg) cargados en una columna de estreptavidina Hi-Trap no derivatizada. Todos los GAG
eluyen de la columna en el flujo continuo, lo que indica que no hay unién “de fondo” de GAG con la columna.

Figura 4. BMP2-HBP (1 mg) pre-incubado con tGAG (25 mg) durante 30 min. El perfil de elucién muestra que el
péptido (280 nm) sale de la columna en el flujo continuo junto con la muestra de tGAG.

Figura 5. BMP2-HBP (1 mg) cargado en una columna Hi-Trap. Los niveles de absorbancia a 280 nm indican que
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el péptido permanece unido a la columna incluso en condiciones de alta salinidad; por lo tanto hubo
acoplamiento exitoso del péptido biotinilado con el enlazador de estreptavidina.

Figura 6. BMP2-HBP (1 mg) acoplado con columna cargada con 25 mg de tGAG. El cromatograma (232 nm)
muestra claramente tanto una sobrecarga de la columna, en el flujo continuo, asi como la unién de algunos GAG
con el lecho de BMP2-HBP.

Figura 7. Re-aplicacion de las fracciones de GAG (flujo continuo) del experimento previo (Figura 6). La presencia
de un pico de elucion de GAG+ significativo indica que todos los sitios de union de BMP2-HBP disponibles se
habian saturado, dando como resultado una gran proporcion de GAG susceptibles que salen de la columna en el
flujo continuo.

Figura 8. Columna acoplada a BMP2-HBP (2 mg) cargada con tGAG (6 mg). El cromatograma (232 nm) muestra
claramente la ausencia de sobrecarga de la columna, y la presencia de una subpoblacion de GAG con una
afinidad relativa por el BMP2-HBP.

Figura 9. Nuevo procesamiento de GAG (flujo continuo) del procesamiento previo (Figura 8). La ausencia de un
pico de elucién GAG+ indica que los sitios de union de BMP2-HBP disponibles no estaban saturados en el ciclo
previo, lo que permitid la extraccion eficaz de azicares GAG+ en un Unico ciclo.

Figura 10. La re-aplicacion de fracciones GAG+ de longitud completa aisladas (2 mg) no muestra cambios en la
afinidad por la columna de BMP2-HBP (2 mg) antes de la digestion con heparinasa Ill. Una reaplicaciéon de
fracciones GAG- contra la columna de BMP2-HBP tampoco mostré ningn cambio en afinidad, saliendo todos los
GAG de la columna en el flujo continuo esencialmente como en la Figura 9.

Figura 11. Fracciones GAG- (1 mg) digeridas con heparinasa lll antes de cargar en la columna de BMP2-HBP (2
mg). El cromatograma (232 nm) claramente muestra que no permanecian unidas ninguna muestra de GAG a la
columna, sino que salian en el flujo continuo. Esto indica la ausencia de cualquier dominio GAG+ en las cadenas
GAG:- de longitud completa.

Figura 12. Fracciones GAG+ (2 mg) digeridas con heparinasa 3 antes de cargar en la columna BMP2-HBP (2
mg). El cromatograma (232 nm) demuestra que las muestras GAG+ se conservan por la columna, lo que sugiere
que todos los dominios en la cadena GAG+ de longitud completa tienen una afinidad relativa por el BMP2-HBP.
El aumento del pico de absorbancia, en comparaciéon con la misma cantidad de peso en seco de GAG+ (Figura
10), indica la eficacia del tratamiento con heparinasa 3.

Figura 13. Cadenas GAG+ de longitud completa separadas usando una columna de Biogel P10 con un limite de
exclusién de entre 1,5 kDa y 20 kDa. El cromatograma muestra que una gran proporciéon de las cadenas de
muestra tienen un peso molecular general de mas de 20 kDa.

Figura 14. Cadenas de azucares GAG+ de longitud completa tratadas con acido nitroso durante 20 min para
degradar de forma diagnoéstica especies de heparan sulfato. El cromatograma, generado a partir de una columna
de separacion por tamafo de Biogel P10, muestra una degradacion casi completa de todas las cadenas GAG+
en comparacion con la Figura 13, lo que indica que las cadenas aisladas GAG+ consisten principalmente en
heparan sulfato.

Figura 15. Condroitin-4-sulfato (6 mg) cargado en una columna BMP2-HBP (2 mg). El cromatograma ilustra
claramente una proporcion significativa de las cadenas GAG que tienen una afinidad por el péptido, a medida
que eluyen a una concentracién salina similar a las muestras GAG+.

Figura 16. Condroitin-6-sulfato (6 mg) cargado en una columna de BMP2-HBP (2 mg). El cromatograma indica
que pocas de las cadenas de GAG C6S tienen alguna afinidad por la columna peptidica.

Figura 17. Dermatan sulfato (6 mg) cargado en la columna de afinidad de BMP2-HBP (2 mg). El cromatograma
indica que pocas de las cadenas de GAG DS tienen alguna afinidad por el péptido, eluyéndose solo una pequeia
proporcion de los GAG a una concentracion salina similar a muestras GAG+.

Figura 18. Heparan sulfato bovino (2,5 mg) cargado en la columna de BMP2-HBP (2 mg). El cromatograma (232
nm) revela solamente una pequefa fraccién de los GAG que se unen a la columna.

Figura 19. Heparina-LMW (50 mg) cargada en la columna de BMP2-HBP (2 mg). El cromatograma (232 nm)
revela que no se uni6 casi GAG al péptido.

Figura 20. Heparina-HMW (28 mg) cargada en la columna de BMP2-HBP (2 mg). El cromatograma (232 nm)
revela que no se uni6 casi GAG al péptido.
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Figura 21. Se carg6 heparina-HMW (25 mg) predigerida con heparinasa | en la columna de BMP2-HBP (2 mg).
El cromatograma (232 nm) revela que muy pocos fragmentos de GAG se unieron con el péptido.

Figura 22. Cromatograma que muestra etapas en el aislamiento de HS especifico de péptido BMP-2 por
cromatografia de afinidad.

Figura 23. Cromatograma que muestra la eluciéon de HS especifica de péptido BMP-2 (GAG+) por cromatografia
de afinidad.

Figura 24. Cromatograma que muestra la elucion de HS no especifica de péptido BMP-2 (GAG-) por
cromatografia de afinidad.

Figura 25. Cromatograma que muestra la elucién del patron de HS Sigma (H9902) con cromatografia de
exclusion por tamafo en columna Superdex 75.

Figura 26. Cromatograma que muestra la elucion de HS especifica de péptido BMP-2 (GAG+) con cromatografia
de exclusion por tamafio en columna Superdex 75.

Figura 27. Grafica que muestra la expresion de Osterix en células C2C12 en respuesta a medios de control,
BMP2 100 ng/ml y BMP2 300 ng /ml.

Figura 28. Grafica que muestra la expresion de Osteocalcina en células C2C12 en respuesta a medios de
control, BMP2 100 ng/ml y BMP2 300 ng /ml.

Figura 29. Gréafica que muestra la expresion de Runx2 en células C2C12 en respuesta a medios de control,
BMP2 100 ng/ml y BMP2 300 ng /ml.

Figura 30. Grafica que muestra la expresion de fosfatasa alcalina como se mide por PCR cuantitativa en células
C2C12 en respuesta a medios de control, BMP-2, GAG Negativo (GAG-), GAG positivos (GAG+), HS total y
heparina (Hep).

Figura 31. Grafica que muestra la expresiéon de Osterix como se mide por PCR cuantitativa en células C2C12 en
respuesta a medios de control, BMP-2, GAG Negativo (GAG-) + BMP-2, GAG positivo (GAG+) + BMP-2, HS total
y heparina (Hep).

Figura 32. Grafica que muestra la expresién de Bspll como se mide por PCR cuantitativa en células C2C12 en
respuesta a medios de control, BMP-2, GAG Negativo (GAG-) + BMP-2, GAG positivo (GAG+) + BMP-2, HS total
y heparina (Hep).

Figura 33. Grafica que muestra la expresién de Runx2 como se mide por PCR cuantitativa en células C2C12 en
respuesta a medios de control, BMP-2, GAG Negativo (GAG-) + BMP-2, GAG positivo (GAG+) + BMP-2, HS total
y heparina (Hep).

Figura 34. Grafica que muestra la expresion de Osteocalcina en células C2C12 en respuesta a BMP y GAG+ (+
BMP-2) aislado de células MC3T3-E1.

Descripcion detallada de la invencion

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencion se exponen en la descripcién adjunta a continuacion
incluyendo detalles especificos del mejor modo contemplado por los inventores para llevar a cabo la invencion, como
ejemplo. Resultara evidente para un experto en la materia que la presente invencion puede practicarse sin limitacién
a estos detalles especificos.

Los inventores han investigado el potencial de los GAG para aumentar las actividades de la proteina morfogenética
del hueso 2 (BMP2). La actividad altamente osteoinductora de BMP2 para la linea celular miogénica murina C2C12
se han caracterizado bien. Los estudios tanto en esta linea celular como in vivo, han implicado un papel para los
glucosaminoglucanos en la modulacién de esta actividad.

La afinidad de BMP2 por la heparina se ha caracterizado bien de forma similar. Se han realizado numerosos
estudios que han intentado examinar la interacciéon dindmica entre BMP2 y GAG. Algunos han propuesto que la
interaccion es inhibidora, y por lo tanto responsable de secuestrar la citocina lejos del receptor o inducir su
asociacion con sus numerosos inhibidores, tales como noggina, que se ha mostrado, de forma similar, que tienen
afinidad por heparina. Hallazgos alternativos implican que la interaccién entre BMP2 y GAG es una de
mantenimiento de una concentracion local de la citocina en torno a células que requieren su sefalizacion para
diferenciarse en el linaje osteoblastico.
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Estos hallazgos también sugieren que la asociacidon actia para alargar significativamente la semivida del
homodimero, permitiendo de este modo que siga activo en la ECM durante periodos mas largos. Como sucede con
la mayoria de los sistemas, el papel real de esa interaccion probablemente sea una mezcla de algunos, o todos los
anteriores.

Aunque muchos estudios han proporcionado pruebas para la interacciéon que BMP2 tiene con azlicares en modelos,
la interaccion especifica entre el péptido de unién a heparina BMP2 (BMP2-HBP), una cadena de aminoacidos
(QAKHKQRKRLKSSCKRHP [SEC ID N2 1]) localizada en el extremo N-terminal de cada monémero de BMP2, y
glucosaminoglucanos apropiados ha recibido relativamente poca atencién. Una cuestién importante que surge es si
hay una secuencia sacarida complementaria incluida dentro de una cadena HS que controle la asociacién con una
especificidad absoluta, o al menos relativa.

Los inventores buscan aislar un glucosaminoglucano especifico de secuencia que pueda modular la actividad de
BMP2 mediante una interaccién directa con la citocina.

Ejemplo 1
MATERIALES Y METODOS

Preparacién de tampén

La preparacion de todos los tampones para extraccion y analisis de GAG se realiza prestando estricta atencién a la
calidad. Es vital que el pH de los tampones se mantenga al nivel correcto y que todos los tampones se filtren y
desgasifiquen para impedir la obstruccién de columnas con precipitados o burbujas. La formacién de burbujas, en
particular, puede ocasionar grave dano a las columnas, y en el caso de columnas prefabricadas, selladas, conduce a
que se hagan inutilizables.

Todos los tampones usados se filtraron con PBS 1x sin Ca* o Mg2+ (NaCl 150 mM), o se destilaron doblemente
(ddH20) para preparar las soluciones finales.

Tampdn de disrupcion

El tamp6n de disrupcién de Urea 8 M/CHAPS consistia en PBS (NaCl 150 mM) con CHAPS al 1 %, Urea 8 My NaN3
al 0,02 % para evitar la contaminacién de crecimiento microbiano durante el almacenamiento. Esta solucién se usé
para alterar muestras de matriz (MX), de modo que no se desgasificaran o filtraran.

Tampoén de baja salinidad de intercambio aniénico PGAG (250 mM)

El tampon de intercambio aniénico PGAG de baja salinidad comprendia PBS (NaCl 150 mM) con NaCl 100 mM
adicional. El tampon se equilibré a pH 7,3 con NaOH y NaN3 0,02 %. La solucién se desgasificd después con presién
negativa y agitacion constante hasta que no se liberaron mas burbujas antes de filtrarse a través de un filtro de 0,4

um.

Tampdn de alta salinidad de intercambio aniénico PGAG (1 M)

El tampdn de intercambio anionico PGAG de alta salinidad comprendia PBS (NaCl 150 mM) con una NaCl 850 mM
adicional. El tampon se equilibré a pH 7,3 con NaOH y se afadié NaNs; 0,02 %. La solucion se desgasificd después
con presidn negativa y con agitacion constante antes de filtrarse a través de un filtro de 0,4 um.

Tampoén de reconstitucidon de pronasa/neuraminidasa PGAG

Este tampdn se us6 para reconstituir muestras de PGAG desaladas después de intercambio anionico para
prepararlas para digestion enzimatica de las proteinas centrales asociadas. Consistié en acetato sédico 25 mM
(CH3COOHNa). El tampdn se equilibré a pH 5,0 con acido acético glacial (CH;COOH). Las enzimas tanto pronasa
como neuraminidasa se reconstituyeron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Tampén de baja salinidad de cromatografia de afinidad de GAG (150 mM)

Se preparé tampén de intercambio aniénico GAG de baja salinidad usando PBS (NaCl 150 mM) sin ninguna sal
adicional. El tampon se equilibré a pH 7,3 con NaOH y NaN3 0,02 %. La solucién se desgasificd con presion negativa
y con agitacién constante hasta que no se liberaron mas burbujas antes de filtrarse a través de un filtro de 0,4 um.

Tampdn de alta salinidad de cromatografia de afinidad de GAG (1 M)

Se prepar6 tampdn de intercambio aniénico de GAG de alta salinidad usando PBS (NaCl 150 mM) con NaCl 850
mM adicional. El tampdn se equilibré a pH 7,3 con NaOH y se anadi6 NaNs 0,02 %. Después se desgasifico la
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solucién y se filtr6 a través de un filtro de 0,4 um.

Solucién de desalacién

La solucién de desalacion se preparé usando ddH>O que se equilibré a pH 7,0 con NaNs al 0,02 %. Después la
solucién se desgasificé y se filtro.

Preparacién de muestras

Las muestras de matriz se alteraron usando Tampdén de Disrupcién (Urea 8 M/CHAPS), después se rasparon de la
superficie de cultivo en este tampdn y se agitaron durante una noche a 37 °C para garantizar la lisis maxima. Las
muestras se centrifugaron después a 5000 g durante 30 min y el sobrenadante se clarifico a través de un filtro de 0,4
um en preparacion para extraccion de PGAG mediante cromatografia de intercambio aniénico.

Preparacién y uso de columna

La eleccién y preparacién de los tipos de columnas para usar para cada etapa secuencial en el aislamiento y
caracterizacion de GAG es de gran importancia para el éxito del protocolo. Fue vital que en cada etapa las columnas
se equilibraran y se limpiaran con gran cuidado.

Columnas de intercambio aniénico

Debido a las cantidades relativamente grandes de sustrato MX usado para la extraccién de GAG, y la alta carga que
esto pone en el sistema de columna, fue necesario empaquetar y preparar una columna de intercambio aniénico
grande manualmente, especificamente para este estudio. Se empaquetaron perlas de intercambio aniénico Capto Q
(Pharmacia) una columna Pharmacia XK 26 (Pharmacia) para producir una columna con una capacidad de carga
maxima de 500 ml de lisado de MX por ciclo.

Antes del uso, tanto la columna como todos los tampones se equilibraron a temperatura ambiente durante 30 min,
antes de lavar y equilibrar la columna en Tampén de Baja Salinidad de Intercambio Anidnico de PGAG (250 mM)
durante 30 min hasta que todos los canales de absorbancia permanecieron estables. El lisado de células clarificado
se pasd después a través de la columna que se aclaré de nuevo en 500 ml de tampdén de baja salinidad para retirar
cualquier residuo unido de forma no especifica. Los PGAG se eluyeron después usando 250 ml de Tampon de Alta
Salinidad de Intercambio Aniénico de PGAG (1 M) y se liofilizaron antes de su desalacién. La columna se aclar6é
después en tampon de baja salinidad y se devolvié a 4 °C para almacenamiento.

Protocolo de desalacién

Después del aislamiento de PGAG/GAG fue necesario retirar la alta cantidad de sal que se acumulaba en la muestra
durante la elucion de la columna. Para esta etapa, todas las muestras eluidas del mismo grupo experimental se
combinaron y se cargaron en columnas de desalacion Pharmacia HiPrepTM 26/10 4x. Antes de su uso, tanto las
columnas como todas las soluciones se equilibraron a temperatura ambiente durante 30 min antes de lavar y
equilibrar la columna en Soluciéon de Desalacion durante 30 min hasta que todos los canales de absorbancia
alcanzaron la estabilidad. Las muestras liofilizadas se reconstituyeron en Soluciéon de Desalacion en el volumen
minimo posible que dio como resultado una solucién transparente. Esta combinaciéon de columnas permitio la carga
de hasta 60 ml de muestra. Las fracciones que se eluian de la columna en primer lugar se liofilizaron y se
conservaron para separacion o aplicacion a cultivo celular adicional. Las columnas se aclararon después en
Solucién de Desalacién y se devolvieron a 4 °C para almacenamiento.

Preparacién de columna de BMP2-HBP

El aislamiento de los GAG que portaban afinidades relativas por BMP2 se realiz6 usando una columna de BMP2-
HBP. Se prepararon aproximadamente 2 mg de BMP2-HPB biotinilado en un 1 ml del tampdn de Baja Salinidad de
Cromatografia de Afinidad de GAG (150 mM). Esta cantidad se carg6 en una columna de Estreptavidina HP HiTrap
(Pharmacia) y se permitié que se uniera a la columna durante 5 min. La columna se sometié después a un ciclo de
procesamiento completo en ausencia de GAG. La columna se lavo en 13 ml de tampon de baja salinidad a un
caudal de 0,5 ml/min antes de someterse a 10 ml de tampdn de alta salinidad de GAG a 1 ml/min. Finalmente la
columna se aclar6 con 10 ml de tampén de baja salinidad. Durante este proceso los datos se controlaron
cuidadosamente para asegurar que no se observaba ninguna elucién de péptidos o degradacién de columna.

Aislamiento de muestras GAG+

Una vez que se hubo preparado la columna de BMP2-HBP y se hubo ensayado con respecto a estabilidad en
condiciones de procesamiento normales, estaba lista para su uso para la separacién de cadenas GAG+ de muestras
de tGAG (GAG total). Las muestras de tGAG (6 mg) se prepararon en 3 ml de tampoén de baja salinidad de afinidad
de GAG (150 mM) y se inyectd en un bucle estatico para cargarlo en la columna. Antes del uso tanto la columna de
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BMP2-HBP como todos los tampones se equilibraron a temperatura ambiente durante 30 min antes de lavar y
equilibrar la columna en tampén de baja salinidad durante 30 min hasta que todos los canales de absorbancia eran
estables. La muestra se cargé después en la columna a 0,5 ml/min y la columna y la muestra se aclararon en 10 ml
de tampdn de baja salinidad a 0,5 ml/min. Las muestras GAG+ retenidas se recuperaron posteriormente por eluciéon
con 10 ml de tampodn de alta salinidad (1 M) y se liofilizaron para desalar. La columna se aclaré después en 10 ml de
tampon de baja salinidad y se almacenaron a 4 °C.

Tratamiento con pronasa/neuraminidasa

Para aislar cadenas de GAG de sus proteinas centrales, se digirieron usando pronasa y neuraminidasa. Se
resuspendieron muestras de PGAG liofilizadas en un volumen minimo de acetato sédico 25 mM (pH 5,0) y se
clarificaron por filtracion a través de un filtro de jeringa de 0,4 um. El volumen de muestras totales se distribuy6 en
tubos de vidrio de 10 ml en alicuotas de 500 pl. Se afadieron 500 pl de neuraminidasa 1 mg/ml y se incubd durante
4 h a 37 °C. Después de la incubacion se anadieron 5 ml de Tris-acetato 100 mM (pH 8,0) a cada muestra. Se
afnadieron 1,2 ml adicionales de pronasa 10 mg/ml, se reconstituyeron en Tris-acetato 500 mM, acetato calcico 50
mM (pH 8,0), a cada muestra y se incubd durante 24 h a 36 °C. Después del tratamiento todos los volimenes se
combinaron y se prepararon para procesamiento de intercambio anidnico por centrifugacion y filtracién.

Protocolos de digestién de GAG

El analisis de GAG, incluyendo sus tamafos de dominio sulfatado y niveles de sulfatacion relativos, se llevé a cabo
usando protocolos establecidos incluyendo degradacion por acido nitroso o liasas.

Digestién con &cido nitroso

La despolimerizacién basada en acido nitroso de heparan sulfato conduce a la degradacion eventual de la cadena
de carbohidratos en sus componentes disacaridos individuales cuando se lleva hasta su complecion. Se prepard
acido nitroso enfriando 250 pl de HoSO4 0,5 My Ba(NOz)2 0,5 M por separado en hielo durante 15 min. Después de
enfriar, el Ba(NOz)> se combiné con el H.SO4 y se agit6 vorticialmente antes de centrifugar para retirar el precipitado
de sulfato de bario. Se afadieron 125 ul de HNO. a muestras de GAG resuspendidas en 20 pul de H20, y se agité
vorticialmente antes de incubarse durante 15 min a 25 °C con mezcla ocasional. Después de la incubacion, se
anadié NapCO3 1 M a la muestra para llevarla a pH 6. A continuacion, se afadieron 100 ul de NaBH4 0,25 M en
NaOH 0,1 M a la muestra y la mezcla se calentd a 50 °C durante 20 min. La mezcla se enfrié después a 25 °C y se
acidificéd con acido acético glacial a pH 3 en la campana extractora de humos. La mezcla se neutralizé después con
NaOH 10 M y el volumen se redujo después por liofilizacion. Las muestras finales se procesaron en una columna
Bio-Gel P-2 para separar di- y tetrasacaridos para verificar la degradacion.

Digestién con Heparinasa Il

La Heparinasa lll es una enzima que escinde las cadenas de azucares enlaces glucuronidicos. La serie de enzimas
heparinasa (I, Il y Ill) presentan cada una, una actividad relativamente especifica despolimerizando ciertas
secuencias de heparan sulfato en particular sitios de reconocimiento de sulfatacién. La Heparinasa | escinde
cadenas de HS dentro de regiones NS a lo largo de la cadena. Esto conduce a la alteracion de los dominios
sulfatados que se cree que portan la mayoria de la actividad biolégica del HS. La Heparinasa Il despolimeriza HS
dentro de los dominios NA, dando como resultado la separacién de la cadena de carbohidratos en dominios
sulfatados individuales. Finalmente, la Heparinasa Il escinde principalmente los dominios de “hombro” de NA/NS de
cadenas HS, donde se encuentran los patrones de sulfatacion variantes.

Para aislar dominios activos potenciales los inventores se han centrado en la despolimerizacion de regiones NA
GAG+. Tanto la enzima como las muestras de HS liofilizadas se prepararon en un tampoén que contenia Tris-HCI 20
mM, BSA 0,1 mg/ml y CaCl, 4 mM a pH 7,5. La concentracion de heparinasa Ill afadida a cada muestra esta
gobernada por la cantidad relativa de componentes de HS en la muestra. El andlisis de los inventores, mediante
despolimerizacién de &cido nitroso, ha indicado que las muestras GAG+ consistian predominantemente en HS; por
lo tanto la enzima se us6 a 5 mU por cada 1 pug de HS. La muestra se incubdé a 37 °C durante 16 h antes de
detenerse la reaccién calentando a 70 °C durante 5 min. La muestra se aplico6 después al sistema de columna
apropiado para analisis adicional.

Cultivo celular

Produccién de GAG

Para aislar especies GAG representativas del desarrollo de osteoblastos, las células MC3T3 se cultivaron en
condiciones osteogénicas durante 8 dias. El componente celular se retir6 mediante incubacién en una solucién
diluida de hidréxido de amonio (NH4OH) 0,02 M a 25 °C durante 5 min. Después de 5 min, se retird6 NH4OH por
inversién de las superficies de cultivo. Se permitié que los cultivos tratados se secaran en una cabina de flujo laminar

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2539152713

durante una noche. Al dia siguiente los cultivos tratados se lavaron tres veces con PBS estéril y se permitié que se
secaran en la cabina de flujo laminar. Los cultivos de matriz preparados se almacenaron después en condiciones
estériles en 4 °C hasta que se liberaron proteoglucanos primarios mediante el tratamiento con tampo6n de disrupcion
y cromatografia de intercambio aniénico.

Bioactividad de GAG especifica de BMP2

Se subcultivaron mioblastos de C2C12 cada 48 h, hasta un maximo de 15 pases, sembrando a 1,3 x 10* células/cm?
en placas en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) complementado con FCS al 10 %. La diferenciacién
osteogénica se indujo a 2 x 10* células/cm? en DMEM complementado con FCS al 5 %, concentraciones nominadas
de proteina morfogénica del hueso 2 humana recombinante (rhBMP2) y fracciones de glucosaminoglucanos con una
afinidad positiva o negativa por rhBMP2 (GAG+ y GAG- respectivamente). Se preincubaron fracciones de rhBMP2 y
GAG durante 30 min a 25 °C antes de la adicion de sus cultivos de C2C12 correspondientes. Se permitié que los
cultivos crecieran en esas condiciones durante 5 dias, cambiandose los medios para cada condicion cada 48 h,
antes de extraer y prepararse las muestras de ARNm para andlisis de RQ-PCR. Se realizé PCR en tiempo real para
expresion de osteocalcina usando el sistema de deteccion de secuencia ABI Prism 7000® (PerkinElmer Life
Sciences). Se disefiaron cebadores y sondas usando el software Primer Express (v2.1, PE Applied Biosystems). La
sonda diana se rediseid para incorporar bases de LNA y se marc6 con BHQ-1 (Sigma-Proligo). El gen de la
subunidad ribosémica 18S (VIC/TAMRA) se us6 como un control enddgeno, consistiendo cada condicién en tres
repeticiones, cada una ensayada por triplicado. Los datos de PCR sin procesar se analizaron usando el software
Detector de Secuencias ABI. Los valores de expresion del gen diana se normalizaron a expresion de 18S antes del
calculo de las unidades de expresion relativas (UER).

RESULTADOS

Cromatografia de intercambio aniénico

Para extraer con éxito GAG de muestras MX, es necesario retirar otras proteinas de la matriz que pueden
contaminar la muestra. Como los GAG constituyen las moléculas con mayor carga negativa en la ECM, esto se
consigue mas eficazmente con cromatografia de intercambio anionico.

Las muestras se alteraron usando tampén de Urea 8 M/CHAPS y se cargaron en la columna de intercambio
anionico. Se lavé la proteina no deseada y los residuos de la ECM de la columna y los GAG con carga negativa se
eluyeron con NaCl 1 M. Un cromatograma tipico (Fig. 1) muestra claramente el flujo continuo de una gran cantidad
de residuos no adherentes, asi como la elucién limpia y ajustada de una gran cantidad de GAG de la preparacion de
MX. Por lo tanto, este resultado no solamente demuestra la purificacion de GAG por este método, sino que también
confirma la conservacion de una gran cantidad de GAG en la ECM después del tratamiento con NH,OH.

Desalinizacion

Practicamente todos los métodos de cromatografia empleados para purificar y analizar los GAG en diversos estadios
de procesamiento requieren elucidon con tampones de alta salinidad. Como las condiciones de alta salinidad
interfieren con la cromatografia basada en afinidad, es necesario desalar muestras después de cada estadio de
procesamiento. Este proceso se contempla en general con cromatografia de exclusién por tamafo. En estas
condiciones moléculas mayores, tales como GAG, salen de la columna antes que las moléculas pequenas,
incluyendo la sal y pequefios residuos de GAG. La separacion de GAG de la sal contaminante puede seguirse en el
cromatograma resultante (Fig. 2) que también sirve para confirmar que las cadenas de GAG permanecieron intactas
durante el proceso del tratamiento.

Sistema de columna de BMP2-HBP

Preparacién de columna

Debido a los costes prohibitivos implicados en la creacion de una columna de factores de crecimiento BMP2 con
reactivos disponibles en el mercado, los inventores han utilizado en su lugar una preparacién biotinilada del dominio
de unién a heparina conocido de BMP2 (BMP2-HBP). Este péptido se inmoviliz6 en una columna de Estreptavidina
HP Hi-Trap (1 ml) para conservar especificamente cadenas de GAG con una afinidad por el péptido del dominio de
unién a heparina especifico.

En primer lugar se examind cualquier afinidad de fondo que pudieran tener los GAG por la columna de
estreptavidina desnuda procesando la fraccion de GAG total (tGAG) frente a un lecho de columna desprovisto de
BMP2-HBP (Fig. 3). Los resultados de los inventores han confirmado que las muestras de tGAG derivadas de MX no
portaban ninguna afinidad inherente por la columna de estreptavidina. Los inventores han investigado
adicionalmente dos métodos separados para exponer tGAG al BMP2-HBP para el fin de separar cadenas con una
afinidad especifica. El péptido se preincubd durante 30 min con 25 mg de tGAG antes de cargarlo en la columna de
estreptavidina, o se cargd primero, procesandose los tGAG a través del lecho de columna a continuacion.
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La pre-incubaciéon de tGAG con el BMP2-HBP revel6 la incapacidad completa del péptido para asociarse con la
columna (Fig. 4), mucho menos para mediar en cualquier aislamiento de GAG especificos. Cuando el péptido se
carg6 en la columna solo, sin embargo, su asociacion con la columna fue absoluta, con efectivamente ninguna
elucion de péptido, incluso en condiciones de sal 1 M (Fig. 5). Esta asociacion de alta afinidad indica que la
asociacion de biotina-estreptavidina funciona correctamente, y sugiere una posible inhibicion de la unién con la
columna, cuando se carga junto con tGAG, debido a impedimento estérico.

Capacidades de carga en columna

Como la proporcion de tGAG que era probable que tuviera una afinidad relativa por BMP2-HBP se desconocia, se
buscé en primer lugar normalizar las cantidades de tGAG cargados en la columna peptidica en cada ciclo para
separacion. Se prepararon columnas de Hi-Trap inmovilizando 1 mg del BMP2-HBP para la extraccién de tGAG con
una afinidad especifica por el sitio de union a heparina de BMP2. Esta cantidad se seleccioné para maximizar la
cantidad de péptido disponible para experimentos futuros si se comprometeria la estabilidad de la columna a lo largo
del tiempo. La inestabilidad es un problema significativo con las columnas peptidicas, con influencia correspondiente
en la consistencia. Los intentos iniciales de cargar 25 mg de tGAG en una columna acoplada con BMP2-HBP de 1
mg dieron como resultado una clara sobrecarga, como se observé mediante la absorbancia a 232 nm en el flujo
continuo (Fig. 6). Aunque se observo un pico de elucidn significativo, tGAG con afinidad por el HBP se perdié en el
flujo continuo debido a la sobrecarga. Esto se examin6 volviendo a procesar el flujo continuo a través de la columna
peptidica (Fig. 7). Esto dio como resultado un pico de GAG+ significativo (elucion), lo que indica que el ciclo previo
habia saturado la columna.

La optimizacién adicional condujo a carga rutinaria de no mas de 6 mg de tGAG en una columna de BMP2-HBP de 2
mg. Esto, como se demostré por el pico de flujo continuo (Fig. 8) y la ausencia de una fraccion de union positiva (Fig.
9), detuvo la sobrecarga de la columna. La extraccién de los tGAG con una afinidad por el BMP-HBP de cada
conjunto de muestras en un Unico pase permitid a los inventores, a su vez, separar fracciones GAG+ y GAG- mas
eficazmente.

Analisis de dominio de GAG

Especificidad de la cadena GAG+

Con el establecimiento de un protocolo normalizado, los inventores fueron capaces de aislar de forma reproducible
fracciones GAG+ para analisis adicional.

Dada la estructura de dominio del heparan sulfato que media en la especificidad de union por proteinas, es probable
que las cadenas de GAG multidominio que se unen con la columna estén compuestas de hecho de una gran
proporcion de cadena con poca o ninguna afinidad especifica por BMP2. De forma similar, es posible que las
cadenas que aparecian GAG- pudieran de hecho contener dominios que portaran alguna afinidad por el BMP2-HBP.
Para examinar estas posibilidades, fue necesario descomponer las cadenas de GAG en sus dominios componentes
para un examen mas exhaustivo.

La enzima heparinasa Il (heparitinasa 1) escinde cadenas de HS principalmente en las areas que flanquean
regiones altamente sulfatadas, liberando de este modo los dominios de asociacion a proteinas, altamente cargados,
que unen factores de crecimiento susceptibles, en este caso, el BMP2-HBP. Las fracciones tanto GAG+ como GAG-
se expusieron a digestion por heparinasa, aunque ninguna de las fracciones mostré ningin cambio en su afinidad
por el BMP2-HBP (Fig. 10).

Se realiz6 posteriormente digestién por heparinasa lll de fracciones tanto GAG- como GAG+ de longitud completa, y
ambos conjuntos de muestras digeridas se cargaron posteriormente en la columna BMP2-HBP para evaluar la
afinidad de retencion.

La eficacia de la digestion con heparinasa se valido por el aumento de absorbancia relativa de muestras de peso
seco igual después de digestiébn enzimatica, como se muestra en las Figuras 10 y 12. Como el control de las
cadenas de GAG a 232 nm es mediante la cadena de azucar en si misma y, en particular, enlaces insaturados,
cualquier escision a lo largo de la longitud de la cadena por heparinasa Ill, que da como resultado enlaces
insaturados de fragmentos de HS, conduce a un aumento de la absorbancia.

Resulta interesante que la digestién por heparinasa de cadenas GAG- de longitud completa no produjo fracciones
que portaran ninguna afinidad notable por el BMP2-HBP (Fig. 11). Sin embargo, la digestion de muestras GAG+ de
longitud completa dio como resultado de forma similar ausencia de fracciones que carecian de afinidad por el BMP2-
HBP (Fig. 12). Este resultado sugiere que se producen cadenas completas de GAG de union a BMP que contienen
repeticiones de dominio que tienen una afinidad especifica por el HBP. Como alternativa, el HBP puede no ser
capaz de producir una diferenciacién suficiente entre los dominios GAG+ con afinidad variante en estas condiciones
minimalistas.
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Composicion GAG+

Calibrado de GAG+ de longitud completa

Para examinar la composicion de las fracciones GAG+ de la columna de BMP2-HTA, se examin6 en primer lugar su
tamafo promedio. Esto fue para asegurar que se estaban separando de hecho cadenas de GAG de longitud
razonable, en lugar de pequefios fragmentos que no portaban ninguna afinidad especifica. Aunque cualquier
calibrado de las cadenas de GAG es problematica, debido a su conformacion de tipo vara relativamente rigida,
pueden realizarse varias suposiciones basandose en el radio de Stoke y la aparente esfericidad.

Se cargaron muestras GAG+ de longitud completa en columnas de filtraciéon en gel Biogel P10 (1 cm x 120 cm) con
un limite de exclusién de entre 20 kDa y 1,5 kDa. La absorbancia medida a 232 nm indicé que una gran proporcién
de moléculas GAG+ tenian un tamario general aparente mayor de 20 kDa (Figura 13).

Se ha postulado que las cadenas de azlcares deben ser mas largas de aproximadamente 10-14 anillos para
potenciar una actividad biologica significativa para la familia de FGF de mitégenos. Con respecto al peso molecular
aparente, una cadena de 14 disacaridos completamente sulfatados corresponde a aproximadamente 8,7 kDa. Como
la mayoria de cadenas halladas en las muestras GAG+ muestran un peso molecular aparente > 20 kDa, es
razonable suponer que la interaccién que portan para el BMP2-HBP tiene alguna afinidad especifica y no es el
resultado de una interaccién no especifica general.

Especies de azucar GAG+

Hay cinco familias de azlcares glucosaminoglucanos importantes: hialurano, queratan sulfato, dermatan sulfato,
condroitin sulfato y heparan sulfato. De estas cinco, solamente el heparan sulfato, condroitin sulfato y dermatan
sulfato tienen la capacidad de generar dominios sulfatados de forma variable que pueden codificar interacciones
especificas con citocinas particulares tales como BMP2. La identificacion del tipo de especies de azlcares aisladas
usando la columna de BMP2-HBP fue de importancia crucial para este estudio, y se determiné usando una
combinacion de degradaciones quimicas y enzimaticas de diagnostico. En particular, el heparan sulfato, uno de los
principales candidatos de GAG para la interaccion con BMP2, puede degradarse completamente en sus
componentes disacaridos en presencia de acido nitroso.

Por lo tanto, las muestras de GAG retenidas en HBP de los inventores se incubaron con acido nitroso durante 20
min antes de la separacion en una columna de calibracion de Biogel P10. El examen del cromatograma resultante
revel6 una degradacion casi completa de todas las muestras de azucares GAG+, | como se midié por absorbancia a
232 nm y 226 nm (Figura 14). Este resultado sugiere fuertemente que las cadenas de azicar de longitud completa
aisladas especificamente contra el BMP2-HBP consisten principalmente en heparan sulfato, ya que otras cadenas
de azUlcares no estan afectadas por despolimerizacién de acido nitroso.

Aunque casi todas las cadenas GAG+ podrian degradarse de esta manera, se observé no obstante un pico pequefio
a pesos moleculares mayores (> 20 kDa). Puede postularse que consiste en condroitin sulfatos, de los que CS-B
(dermatan sulfato) y CS-E (condroitin-4,6-sulfato) demuestran complejidad de sulfatacion similar a heparan sulfatos.
Analisis de especie de GAG

GAG especificos de BMP2-HBP (especies alternativas)

La degradacién de cadenas GAG+ de longitud completa por exposicién a acido nitroso indicé claramente que la
mayoria de las cadenas de azucares GAG+ consistian en la especie de azlcares de heparan sulfato (Figura 14). La
degradacién de la muestra GAG+ no fue, sin embargo, completa como se observé por el pico restante en la region
de alto peso molecular. La presencia de este pico apunta fuertemente a la posibilidad de otras especies de cadenas
de azucares, tales como condroitin o dermatan sulfato. Se buscé a continuacién examinar la posible afinidad que los
otros dos tipos de azlcares pueden tener por esta citocina examinando en primer lugar diversos azlcares de
condroitina y dermatan disponibles en el mercado con respecto a su afinidad por la columna de BMP2-HBP.

Se ensay6 condroitin-4-sulfato (C4S), condroitin-6-sulfato (C6S) y dermatan sulfato (DS), en cada caso, cargando 6
mg del azucar en la columna de BMP2-HBP en las mismas condiciones usadas para aislar cadenas GAG+ de
muestras de matriz de MC3T3.

Los cromatogramas que ilustran la afinidad de cada uno de los 3 tipos de cadenas de azicares mostraron que
solamente C4S (Figura 15) tenia alguna afinidad significativa por el péptido. Esta afinidad tomada junto con la falta
de afinidad por la columna de BMP2-HBP observada para muestras tanto de C6S (Figura 16) como de DS (Figura
17), parece indicar que C4S tiene una interacciéon potencialmente significativa con el sitio de union a heparina de
BMP2.

Como cualquier interaccion potencial entre condroitin sulfato y BMP2 ain no se ha caracterizado bien, estos
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resultados han conducido a los inventores a cuestionar la validez de la cromatografia en columna como un control
preciso de la interaccion de BMP2/heparan. Para explorar adicionalmente la especificidad de la dindmica de
interaccion, se han ensayado varias especies de azucares disponibles en el mercado con respecto a su afinidad con
la columna. Estas incluyeron heparan sulfato, heparina de bajo peso molecular (heparina-LMW), heparina de alto
peso molecular (heparina-HMW) y heparina-HMW tratada con heparinasa I.

Resulta interesante que ninguna de estas especies de GAG disponibles en el mercado parecia demostrar ninguna
interaccion especifica con la columna peptidica. El heparan sulfato de rifidn bovino tuvo muy poca afinidad (Figura
18), un comportamiento que se ha confirmado adicionalmente por su incapacidad para aumentar positivamente la
proliferacién celular mediada por FGF2 (datos no mostrados), como se observa en la presencia de HS2. Esta
capacidad reducida de esta muestra de GAG para unirse con la columna puede ser como resultado de venderse en
una forma relativamente no sulfatada.

Ninguna de las muestras de heparina ensayadas ha mostrado incluso una afinidad menor por la columna. Esto es de
particular interés ya que el BMP2 en si mismo se aisl6 histéricamente por primera vez usando columnas de
heparina. Para confirmar este resultado, se ensayaron heparinas tanto LMW (Figura 19) como HMW (Figura 20);
ninguna mostré ninguna afinidad apreciable por la columna.

Como se ha supuesto que el péptido de BMP2-HBP relativamente pequefio puede haber tenido dificultad en el
mantenimiento de su asociaciéon con las moléculas de heparina mucho mayores, los inventores han predigerido a
continuacion las muestras de heparina-HMW usando heparinasa |. Estos fragmentos de heparina-HMW mas
pequefios se procesaron después sobre la columna de BMP2-HBP; este tratamiento no parecié mejorar, sin
embargo, la capacidad de ninguna de las muestras de heparina para unirse con la columna peptidica (Figura 21).

Esta incapacidad de la columna peptidica para mostrar cualquier interaccién especifica con cualquiera de las
diversas preparaciones de heparina era algo inesperado, debido a que el BMP2 se aislaba convencionalmente
mediante afinidad por heparina. Es posible, sin embargo, que este pueda ser un resultado de la inversién del orden
de interaccion "receptor-ligando"; en este caso el BMP2-HBP represento el "receptor” fijo a diferencia de la heparina
que representaba el "ligando", o que las concentraciones de BMP2-HBP o heparina soluble favorecen un estado
disociado que niega rapidamente cualquier afinidad con tension salina/de flujo.

CONCLUSIONES

El uso de un sustrato de ECM derivado de preosteoblasto proporcion6 a los inventores un modelo util para simular la
actividad de GAG asociados con ECM, secretados de forma nativa, en relacion con dicha osteoinduccién. Aunque
numerosos estudios previos han examinado el papel que esta interaccion nativa tiene en la modulacion de la
actividad de BMP2, esto se ha realizado habitualmente al nivel de la citocina, en lugar de con la intencién de
explorar la especificidad de secuencia de los GAG biomoduladores.

Por lo tanto se ha buscado aprovechar la disponibilidad de GAG secretado de forma nativa en el sustrato de MX y su
potencial de interaccion directa, especifica de secuencia y modulacién de compromiso de mioblastos C2C12
inducidos por BMP2-al linaje osteogénico.

Intercambio aniénico

El uso de este patrén particular y protocolo bien caracterizado proporcioné a los inventores pruebas concluyentes de
la accesibilidad de GAG del sustrato de MX tratado con NH4OH. Las preocupaciones iniciales de los inventores se
centraron en torno al tratamiento quimico riguroso usado para lisar los componentes celulares de la ECM, y que esto
también puede haber dado como resultado la separaciéon de la mayoria de GAG de la ECM. Sin embargo, el pico de
alta afinidad, significativo, observado en la cromatografia de intercambio aniénico ilustra claramente la retencién de
una gran cantidad de GAG dentro del sustrato de MX. Aunque esta metodologia particular no permite la
identificacion de especies de GAG individuales, si ofrece pruebas concluyentes de su presencia en la muestra
debido a que esta entre las moléculas con mas carga negativa secretadas por células.

Sistema de columna de BMP2-HBP

Investigaciones previas sobre el papel funcional del péptido de unién a heparina de BMP2 ha proporcionado a los
inventores una herramienta Gtil para investigar la interaccién potencialmente especifica que BMP2 tiene con los
GAG. Esta cadena individual de aminoacidos, localizada en el extremo N-terminal de cada monémero BMP2, parece
ser Unicamente responsable de la mediacion de la afinidad de BMP2 por GAG.

Los inventores han investigado por lo tanto el uso de esta region de la molécula de BMP2 como un "cebo" de ligando
en intentos de retener esas cadenas de GAG que portaban afinidad relativa por la citocina. El uso del BMP2-HBP dio
como resultado de esta manera una retencion significativa de HS en la columna peptidica (GAG+).

Preparacién de columna
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Usando un HBP biotinilado N-terminal los inventores prepararon una columna de cromatografia de afinidad de
BMP2-HBP, y fueron capaces de retener con éxito muestras de GAG que eran candidatas al control del homodimero
de BMP2 nativo. Las preparaciones iniciales de la columna destacaron algunos problemas interesantes. Las
preparaciones de BMP2-HBP biotinilado que se premezclaron con tGAG mostraron una incapacidad para unirse con
la columna. Como ensayos posteriores han mostrado que el BMP2-HBP se unia facilmente con la columna de
estreptavidina cuando se cargaba por si sola este resultado indicd que los GAG interferian con la capacidad del sitio
de biotinilaciéon del péptido para asociarse con la columna de estreptavidina. Los tGAG en si mismos no portaban
ninguna afinidad por la estreptavidina, lo que indica que la interacciéon directa con el BMP2-HBP, posiblemente
mediante impedimento estérico, era responsable de esto.

Optimizacién de columna

Sin ninguna informacién directa que permitiera a los inventores estimar las capacidades de unién de azicares GAG+
en sus muestras, era necesario optimizar la columna peptidica para asegurar que la carga de muestra excesiva no
conduciria a saturacion de columna y posterior pérdida de muestras. Esto implico inicialmente la saturacién
intencionada de la columna para examinar la capacidad de union de una cantidad conocida de BMP2-HBP. Incluso
con una gran cantidad de tGAG el péptido era capaz de conservar la mayoria de cadenas de azicares GAG+. En
estas condiciones tan poco como 1 mg de BMP2-HBP fue capaz de conservar completamente todas las cadenas
GAG+ en un periodo de dos ciclos. La columna parecia por lo tanto "simular" una verdadera columna de factor de
crecimiento de BMP2 y proporcionar un modo extremadamente eficaz de extraer las muestras GAG+.

La optimizacién de columnas basadas en péptidos para el aislamiento de GAG especifico es un procedimiento
complejo que varia en gran medida dependiendo del tamafio y las caracteristicas quimicas individuales de la
proteina usada. Estudios previos, que utilizan columnas de factor de crecimiento FGF-1 y 2 (Turnbull y Nurcombe,
comunicacién personal), también han mostrado una necesidad significativa de mantenimiento de columna continuo y
tiempos de vida de columna viables cortos. Estos estudios demuestran la naturaleza laboriosa del trabajo con
columnas peptidicas y el cuidado que debe tenerse en optimizar correctamente este modo de sistema.
Desafortunadamente, aunque existen otros sistemas para el analisis de interacciones de proteina-GAG especificas,
estos carecen en general de la capacidad para aislar suficientes cantidades de GAG para analisis adicional,
haciéndolos inapropiados para el ciclo de estudio pretendido por los inventores.

Analisis de dominio de GAG

Los patrones de sulfatacion de GAG, se concentran frecuentemente, particularmente en el caso del heparan sulfato
(HS), en dominios de alta sulfatacién que estan intercalados por regiones de poca sulfatacion. Este agrupamiento de
sitios de sulfatacién en dominios es lo que proporciona la unién especifica de regién de ligandos con la cadena de
GAG, lo que permite que una Unica molécula de azucar se una potencialmente a diversas dianas diferentes, y que
estabilice la interaccién entre estas, como se ve en el sistema de FGF. Las excepciones a este modelo propuesto
para interacciones de HS-ligando incluyen la interaccion entre interferon gamma (IFNy) y heparan sulfato. En este
caso la interaccion entre el GAG e IFNy conduce a una potencia aumentada de la citocina. IFNy que permanece
disociado de GAG locales se procesa rapidamente en una forma inactiva, evitando de este modo su sefializacion en
areas inapropiadas después de la difusion. IFNy también presenta cuatro dominios de unién a heparina separados,
cada uno con una secuencia diferente, un hallazgo no poco habitual para proteinas de union a heparina. Sin
embargo, se ha mostrado que solo dos dominios hallados inmediatamente en el exiremo C-terminal de la proteina
median en las caracteristicas de unién a heparina de los INFy. Resulta importante que el andlisis de secuencia de la
secuencia de HS con afinidad especifica por estos dos sitios de union a heparina de IFNy revel6 una diferencia
interesante en comparacion con el modelo observado habitualmente de interaccién de HS-ligando. En este caso, se
descubri6 que la secuencia de HS responsable de la union con IFNy estaba compuesta de una regién
predominantemente N-acetilada, que portaba poca sulfatacion. Esta region se flanqued por dos regiones N-
sulfatadas pequefas. Esto difiere significativamente del sistema observado en FGF, en el que los patrones de
sulfatacion en dominios de NS son responsables de la mediaciéon en la interacciéon entre FGF y HS. En afios
recientes, este tipo de interacciébn se ha observado en numerosos otros sistemas, tales como PDGF, IL-8 y
endostatina. El descubrimiento de este tipo de interacciéon con HS, como se observa en estas citocinas, puede ser
capaz de explicar la bioactividad observada en hialuronano, que no porta patrones de sulfataciéon en ningn punto a
lo largo de su cadena y aun asi tiene la capacidad de modular la actividad de factores tales como NF-KB.

Estas interacciones observadas entre ligandos y GAG, en particular del IFNy, difieren significativamente con el modo
de interaccion propuesto, y el observado por los inventores, entre HS y BMP2. El dominio de unién a heparina N-
terminal, individual de BMP2 no muestra ninguna estructura secundaria y parece interaccionar con HS solamente
basandose en la carga. Aunque no se ha realizado un andlisis de secuencia en profundidad de HS que se une con
esta secuencia peptidica, su necesidad de eluirse en condiciones de NaCl aproximadamente 300 mM condujo a los
inventores a sospechar la presencia de un grado moderado de sulfatacion, colocando de este modo esta interaccion
dentro del modelo convencional de patrones de sulfatacién que median en interacciones especificas.

Especificidad de cadena GAG+
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La disposiciéon de patrones de sulfatacién en dominios que dan a HS su capacidad para estabilizar interacciones
protedmicas también da como resultado la posibilidad de que una cadena de aziucar GAG+ de suficiente longitud y
complejidad pueda portar varios dominios que no tengan afinidad directa por el BMP2-HBP por si mismos, debido a
que portan una secuencia de sulfatacién diferente. Por el contrario, también es posible que algunas cadenas de
azUcares de longitud completa que se identificaba que tenian poca afinidad por el BMP2-HBP (GAG-) pudieran
contener algunos dominios cripticos que si portaban dicha afinidad.

En afos recientes, se han publicado numerosos informes que proporcionan fuertes pruebas de un "coédigo de
sulfatacion" dentro de estas cadenas de carbohidratos complejas. Aunque los detalles de este "codigo de
sulfatacion" siguen siendo dificiles de dilucidar, y la secuenciaciéon de cadenas largas de carbohidratos sulfatados es
un proceso complejo y que consume tiempo, se han propuesto varios modos posibles de interaccion especifica entre
GAG y ligandos. Una observacién en particular ha conducido a la caracterizacion de numerosos modelos de GAG-
ligando; el agrupamiento de sulfatacion en regiones discretas, o "dominios", a lo largo de la longitud de muchos tipos
de GAG, tales como heparan sulfato. Resulta interesante que no se ha observado aun ningln molde para este
fenémeno, y parece ser principalmente un resultado de la actividad temporal de las enzimas sulfotransferasas
responsables de esta fase de sintesis de GAG.

Son herramientas particularmente Utiles en el estudio de secuencias de GAG especificas varias heparina liasas que
pueden usarse para examinar la despolimerizacion diana de cadenas de carbohidratos complejas, proporcionando
de este modo informaciéon acerca de su estructura. Una heparan liasa particular, heparinasa lll (heparitinasa),
escinde cadenas de heparina sulfato en sitios que flanquean los dominios altamente sulfatados que pueden
aparecer en cadenas de heparan sulfato. Por lo tanto, usando esta enzima, es posible liberar estas regiones
potencialmente activas de las cadenas de azlcar de longitud completa y separarlas, si acttan como dominios
individuales, mediante cromatografia de afinidad, de regiones sin afinidad especifica por el BMP2-HBP.

Es importante observar que, en el caso de interacciones de GAG-ligando, la afinidad por secuencia no garantiza
necesariamente la bioactividad. El modo de actividad mediado por GAG durante su asociacion con sus diversos
ligandos difiere en gran medida dependiendo del sistema. En algunos casos en los que la cadena de azucar es
responsable de la prolongacion de interaccién proteina-proteina mediante estabilizacién de estructuras proteicas
terciarias, tales como las que se encuentran entre FGF y su receptor, y la interaccién entre HGF/SF y Met, pueden
estar implicadas multiples regiones de sulfatacion discretas en la mediacién de la bioactividad pretendida de la
cadena de azucar. En dichos casos el aislamiento de dominio sulfatados individuales de una cadena de
carbohidratos de longitud completa puede, de hecho, dar como resultado una inhibicién de la bioactividad de azucar
ya que aunque cada "fragmento de dominio " aun se une con su diana pretendida es incapaz de mediar en el efecto
bioldgico pretendido de una cadena de carbohidratos de longitud completa combinada.

Resulta interesante que esta caracteristica particular de interacciones de GAG-ligando sea precisamente lo que
hace a este modo de enfoque (til para modular la actividad de BMP2. EI modelo propuesto para modulaciéon de GAG
de la bioactividad de BMP2 implica la inmovilizacion de la citocina con GAG en la ECM o en las superficies celulares.
En este tipo de sistema la aplicacion de GAG exdgenos especificos del dominio de unién a heparina de BMP2
evitaria esta interaccion, aumentando la sefalizacion mediada por BMP2 a corto plazo, similar al efecto observado
durante la adiciéon de heparina soluble. Aunque hay algun indicio de que esta manera de interaccién continuaria
protegiendo la citocina de degradacion proteolitica, la deslocalizacion de BMP2 de su region pretendida de
bioactividad tiene el potencial de influir negativamente en la eficacia de las citocinas a largo plazo.

Ensayos de control de las cadenas GAG+ y GAG- de longitud completa de los inventores dieron como resultado
perfiles similares a los observados durante su separacion primaria. El andlisis de cadenas de GAG+ y GAG-
después del tratamiento con heparinasa Ill, sin embargo, proporcioné resultados sorprendentes. La digestion de
cadenas GAG+ no parecia generar fragmentos separables basandose en la afinidad sencilla por el BMP2-HBP.
Ademas, la digestion cadenas GAG- de longitud completa no produjo liberacion de dominios positivos de las
cadenas de azucares negativas. Existe alguna posibilidad de que la digestién enzimatica no llegue a completarse.
Sin embargo, el cromatograma resultante claramente mostré un gran aumento en la absorbancia a 232 nm en
comparacién con las cadenas de GAG de longitud completa. Como una gran proporciéon de la absorbancia de
glucosaminoglucanos a 232 nm esta mediada por absorbancia de enlaces insaturados, tales como los formados
durante la despolimerizacion enzimatica, esto indica claramente que la digestién enzimatica fue, de hecho, exitosa.

Las implicaciones de este resultado son algo inusuales. Estos datos sugieren que las cadenas de GAG no se
sintetizan solamente por células para interaccionar especificamente con BMP2, sino que, en el caso de células
MC3T3, estas cadenas de azlcar portan varias repeticiones de secuencia especificas para aspectos de
metabolismo de BMP2. El hecho de que BMP2 es un factor extremadamente potente puede ofrecer una explicacion
de esta observacion. Los efectos de BMP2 en la osteoinduccién de células progenitoras mesenquimales estan bien
documentados, como lo esta su capacidad para inducir la formacién de hueso ectopico en células que estan adn
mas alejadas del linaje osteogénico. Dada esta potencia, se sabe que la sefalizacién aberrante de BMP2 tiene
consecuencias deletéreas tanto para la curacion como en el desarrollo. Es posible que numerosas repeticiones de la
secuencia de interacciéon de BMP2-HBP en GAG de pre-osteoblastos estén disefiadas para asegurar una unién
maxima, y por lo tanto la modulacion, de la capacidad de esta citocina para inducir un destino celular alterado. Por el
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contrario, las concentraciones extremadamente bajas de BMP2 producidas in vivo también pueden requerir este tipo
de produccion de cadena de azlcar para asegurar la retencion de una concentracion local suficiente, una
observacion apoyada por las concentraciones extremadamente altas de BMP2 requeridas in vitro para inducir la
diferenciacion osteogénica de células mioblasticas C2C12.

Es de particular interés el hecho de que esta repeticién de dominios de unién a BMP2 se produce mediante una ruta
de sintesis para la que no se ha dilucidado aun ningln molde o mecanismo de temporizacién. La precisién y
reproducibilidad de dominios especificos de secuencia dentro de una Unica cadena de azucar (a diferencia del
agrupamiento aleatorio de dichos dominios con los que son contra otros ligandos) sugiere en gran medida que estas
células tienen, de hecho, capacidad para dirigir la generacion de secuencias de azlcares especificas. El
entendimiento actual de la estructura de HS implica la "edicion" post-sintesis progresiva de la cadena de
carbohidratos en la generacién de regiones especificas de secuencia, con observaciones que apuntan a algun tipo
de “molde” enzimatico, por el que las concentraciones locales de sulfotransferasas particulares, asi como otras
moléculas de interaccién se usan para controlar directamente la generacién de secuencias de azucares especificas.
El entendimiento actual de los inventores de este modo de sintesis especifica se formula en gran medida basandose
en numerosos estudios incluyendo los de Lindahl et al. que investigaron la interaccion de alta afinidad entre
antitrombina Il y heparina, y los de Esko et al. que implican mutantes de células de ovario de hamster chino (CHO)
con rutas de sintesis de GAG alteradas. Estos estudios, aunque varian significativamente en sus enfoques para el
andlisis de GAG, apuntan todos hacia un sistema altamente conservado de sintesis de GAG especifico, para la
modulacion dirigida de la actividad de citocinas y receptores. Resulta importante que estos estudios también sirven
para explicar la generacidén potencial de dichas repeticiones de BMP2 como se observaron en el estudio de los
inventores.

Constitucion de GAG+

Tamano de GAG+ de longitud completa

La bioactividad de cadenas de GAG individuales para FGF esta estrechamente relacionada con la longitud de
cadena de carbohidratos. Un enfoque habitual para evaluar la bioactividad de GAG es ensayar fragmentos de
dominio sulfatado cada vez mas cortos y de este modo determinar la secuencia posible mas corta requerida para
mediar en la actividad observada.

Usando este enfoque los inventores examinaron en primer lugar las cadenas de azucares GAG+ de longitud
completa, y determinaron que eran de >20 kDa de tamano, lo suficientemente largas para portar multiples dominios
con afinidad por BMP2. Resulta interesante, que esta observacion proporcionaba apoyo para la observacion anterior
de que las muestras GAG+ tratadas con heparinasa 3 mostraban multiples repeticiones de segmentos de cadena de
carbohidratos con una afinidad especifica por BMP2, ya que una cadena de azlcar sulfatada de forma variable de
este tamaro tiene la capacidad de portar numerosos dominios sulfatados.

Especies de azucar GAG+

Con la mayoria de los cinco tipos de glucosaminoglucanos que constituyen el “glucoma” capaces de codificar las
interacciones especificas observadas con BMP2, fue necesario dilucidar cuales de estos tipos de GAG podrian estar
implicados en esta asociacién especifica. Aunque el candidato principal para esta interaccién es un heparan sulfato,
también se han identificado interacciones de factor de crecimiento analogas identificadas para condroitin y dermatan
sulfatos.

El heparan sulfato puede despolimerizarse totalmente en sus componentes disacaridos con &cido nitroso. Esta
caracteristica particular, compartida con heparin y queratan sulfato, es esencial para el analisis de poblaciones de
GAG especificas. En el caso del andlisis de los inventores de los constituyentes de carbohidratos de sus muestras
GAG+, la degradacién debida a acido nitroso fue diagndstico de heparan sulfato. Esta probabilidad se debe
principalmente al mayor grado de su heparan sulfato de realizacion de patrén de carga mediante sulfatacién en
comparacion con heparin o queratan sulfato. En dltima instancia, este patron de carga es responsable de la
interaccion especifica de BMP2 con HS.

El analisis de los inventores utilizando el protocolo de acido nitroso ha mostrado una degradacion completa del
conjunto de muestras de GAG+ lo que indica que la mayoria de los azlcares en el conjunto de muestras GAG+
tenian de hecho enlaces 1,3, y, por lo tanto, eran heparan sulfato. Este resultado apoya las numerosas
observaciones con respecto a la especificidad de las interacciones de citocinas de heparan sulfato, particularmente
la interaccion que BMP2 muestra con heparina y HS.

Analisis de especies de GAG

GAG especificos de BMP2-HBP (especies alternativas)

El pico restante pequefio que se observo después de la degradacion de muestras GAG+ por &cido nitroso apoya la

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2539152713

posibilidad de que otros GAG sulfatados que portan alguna afinidad especifica para BMP2 pueden encontrarse en el
conjunto de muestras de GAG+. Dado su entendimiento actual del papel de la sulfatacion en la mediacién de la
interaccion entre GAG y BMP2, las condroitinas y los dermatanes son los azlcares alternativos mas probables para
mostrar una interaccion especifica con BMP2 ya que estos muestran la mayor diversidad potencial en patrones de
sulfatacion.

Una metodologia frecuentemente empleada para andlisis de GAG incluye examinar el papel de las posiciones de
sulfatacion individuales en interacciones de GAG-ligando. Este método de analisis proporciona un indicio de la
importancia de las posiciones de sulfatacion individuales en el mantenimiento de la interaccion entre la cadena de
GAG y su diana especifica. Ademas, ya que las diferentes especies de GAG solamente tienen el potencial de portar
patrones de sulfatacion especificos para su especie, esto puede ayudar a restringir los posibles candidatos de
glucosaminoglucanos que pueden mostrar una afinidad por un ligando especifico.

Para este fin se ha examinado la afinidad por el BMP2-HBP portado por cadenas de CS sulfatadas de forma
variable, C4S y C6S, y DS convencional. Resulta interesante que solamente C4S portaba alguna afinidad
significativa por el BMP2-HBP. Estos datos indican que es probable que la 4-O-sulfatacion sea necesaria para que
CS interaccione con el BMP2-HBP. Resulta interesante que el dermatan sulfato no mostré ninguna afinidad por el
BMP2-HBP. Esta observacion es de interés ya que DS es la Unica especie de CS que demuestra la diversidad de
sulfatacion similar a la de HS. Ademas, las observaciones de los inventores indican una posibilidad de que la
epimerizacion de GicA a IdoA en DS compromete la capacidad de este tipo de azucar para unirse con el BMP2-
HBP. Tanto C4S como DS son capaces de portar 4-O-sulfataciéon, aunque se conservaron solo cantidades pequenas
de DS en la columna en comparaciéon con C4S. Como alternativa, esta falta de afinidad puede deberse simplemente
a que este lote particular de DS no porta suficiente 4-O-sulfatacion para mediar eficazmente en la unién con el
BMP2-HBP. Resulta interesante que estas observaciones particulares parecen demostrar una interaccion entre
BMP2 y CS que porta 4-O-sulfatacion. Aunque estudios previos han investigado el uso de interacciones de CS-
BMP2 en sistemas de suministro de farmacos, no se sabe mucho acerca de ninguna interaccién especifica de
secuencia entre especies de CS individuales y BMP2. Sin embargo, ya que las cadenas de HS estan compuestas de
unidades de disacéaridos con enlaces 1,4, la 4-O-sulfatacion observada responsable de las interacciones de CS-
BMP2 no se encuentra en interacciones de HS-BMP2, lo que apunta a una interacciéon especifica de secuencia no
hallada en CS. Por lo tanto, es probable que el pico restante observado después del tratamiento con &cido nitroso
pueda contener pequefias cantidades de 4-O-sulfato que portan C4S o DS.

La investigacion adicional revelé que ni HS comercial ni heparina mantenian ninguna afinidad significativa por la
columna peptidica. El HS usado para este ensayo se obtuvo comercialmente de Sigma-Aldrich y se derivé del rifién
bovino. Dado lo que se conoce acerca de la especificidad tisular de HS es posible que este HS disponible en el
mercado, aislado de fuentes de rifién bovino, portara secuencias de carbohidratos insignificantes requeridas para
mediar especificamente en una interaccién con BMP2. De forma similar ni la heparina LMW ni la HMW mostr6
ninguna afinidad por la columna peptidica. La heparina usada para este andlisis también se obtuvo de Sigma-Aldrich
y derivé de la mucosa intestinal porcina.

Aunque la interaccién de la heparina con antitrombina Ill se ha caracterizado bien, y a pesar de su papel versatil en
el aislamiento de moléculas susceptibles, la interaccién de la heparina con factor de crecimiento no se considera, en
general, que sea especifica debido a su sulfatacion uniforme. Sin embargo, dado que la heparina se usa
habitualmente para aislar BMP2, es algo sorprendente que ninguna de las muestras de heparina interaccionara con
la columna peptidica en ningin grado significativo.

Una posibilidad adicional para esta falta de interaccion entre la columna peptidica y la heparina se debe a la
diferencia de los pesos moleculares entre las dos moléculas. EI BMP2-HBP pequefio unido a la columna puede
tener dificultad para mantener su asociacién con la cadena de heparina muy sulfatada, mayor. La incapacidad de la
heparina escindida por heparinasa para unirse con la columna, sin embargo, parece indicar que los efectos estéricos
del uso de heparina de longitud completa de la columna no eran responsables exclusivamente de la alteracion de la
interaccion potencial entre los azucares y el BMP2-HBP. No hay ninguna razén inmediatamente aparente para esta
incapacidad de la heparina comercial de asociarse con la columna de BMP2-HBP, aunque puede postularse que la
separacion espacial adicional del BMP2-HBP de su perla asociada mediante cadenas espaciadoras puede ayudar a
aliviar este problema.

SUMARIO

En este estudio los inventores han demostrado el uso de cromatografia de afinidad para aislar un subconjunto de
glucosaminoglucanos que portan una afinidad especifica por el BMP2-HBP, y han mostrado el potencial de este
procedimiento para producir resultados reproducibles. Durante esta parte de la investigacion de los inventores
acerca de la interaccién entre GAG basados en matriz y BMP2, se han analizado varias observaciones con respecto
tanto al tipo de GAG implicados en la mediacion de esta asociacién como a su estructura.

Los resultados de los inventores han implicado al heparan sulfato en la mediacion de la mayoria de la afinidad que el
BMP2 tiene por la ECM de preosteoblastos, una interaccion que se ha reconocido crecientemente que es
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responsable de la modulacion de la actividad de BMP2. Ademas, la investigacion de los inventores acerca de la
estructura probable de los GAG residentes en ECM aislados basandose en su afinidad por el sitio de unién a
heparina de BMP2 ha producido un resultado sorprendente.

Los datos de los inventores indican que las cadenas de BMP2 GAG+ de longitud completa no consisten en dominios
individuales con afinidad especifica por BMP2 intercalado con regiones de poca o ninguna afinidad por el factor. En
su lugar, los resultados de los inventores implican que estas cadenas GAG+ consisten en multiples repeticiones de
dominio de unién a BMP2. Este resultado es sorprendente en varios niveles. En primer lugar, la repeticién requerida
para cumplir esta observacién sobre la longitud completa de una cadena de carbohidratos >20 kDa apunta a la
presencia de algun modo de molde sintético. De hecho, aunque estudios previos han sido incapaces de derivar un
molde para el ensamblaje de cadenas de GAG especificas de tejido, el propio hecho de que exista dicha
especificidad apoya la presencia de un sistema basado en molde. Aunque no se ha dilucidado ningin molde
gendmico para este proceso, existe alguna posibilidad de un molde proteémico, quizas enzimatico.

En segundo lugar, esta observacién proporciona algunas pruebas acerca de la importancia de la interaccién entre
BMP2 y GAG. Pueden requerirse multiples repeticiones del sitio de afinidad de BMP2 a lo largo de la longitud de la
cadena de carbohidratos para asegurar la unién maxima de BMP2 con la ECM. Se ha mostrado que esta asociacién
en particular alarga significativamente la semivida del factor, asi como es probablemente responsable del
mantenimiento de una concentracion significativa para mantener la sefalizacién. Como alternativa, algunos estudios
han propuesto un modelo por el que se inhibe espacialmente la interaccion de BMP2 con sus receptores debido a
las interacciones con GAG basados en ECM. En este escenario en particular la repeticién de las secuencias de
afinidad de BMP2 asegurarian una unién maxima del factor, reduciendo de este modo la probabilidad de que
interaccione con sus receptores.

Los resultados acumulados de los inventores han indicado que este sistema para el aislamiento de GAG de la ECM
es viable y probablemente produzca cadenas de GAG que tengan una afinidad especifica por BMP2.

Este estudio apoya hallazgos previos con respecto a la interaccion entre GAG y BMP2. Aunque la prevencion de la
asociacion de BMP2 con la ECM in vitro mediante la adicién de GAG+ exdgeno parece aumentar la sefalizacion de
BMP2 y regula positivamente la expresién de genes osteogénicos, también se han presentado observaciones que
indican lo contrario. En estos estudios, el examen in vivo de la modulacion de BMP2 mediante el HBP ha mostrado
una mejora definida en la osteogénesis a largo plazo cuando se aumento la asociacién con GAG de ECM. Es
posible que esa interaccion desempefie un papel importante en el mantenimiento de concentraciones locales
evitando que el factor se difunda lejos de sus sitios de actividad primaria. A la luz de estos estudios y de las propias
observaciones de los inventores, los inventores han propuesto que la actividad de BMP2 esta regulada tanto positiva
como negativamente por su asociacion con los GAG. La regulacion negativa puede producirse precisamente
mediante el modelo propuesto por Katagiri y colaboradores, por el que la conservacion de BMP2 en la ECM, lejos de
sus receptores, conduce a una regulacién negativa de la sefalizacion de BMP2. Sin embargo, las células que
requieren sefalizacion por este factor pueden secretar potencialmente diversas enzimas para remodelar las cadenas
de azlcar extracelulares, tales como sulfatasas y heparinasas, para “recortar” GAG que conservan BMP2 en la
ECM, liberando de este modo el factor y permitiéndole que sefialice, lo que conduce a que la interaccién de BMP2-
ECM se convierta en ultima instancia en una de mantenimiento positivo de la actividad de citocinas. Como
alternativa, la regulaciébn negativa de BMP2 por GAG de superficie celular, puede ser mediante la
internacionalizacién de cadenas de GAG con sus moléculas de BMP2 asociadas, como se ha observado por Jiao y
colaboradores.

Estos estudios previos, junto con las propias observaciones de los inventores, ha conducido a los inventores a
concluir que la interaccion especifica de secuencia entre BMP2 y heparin sulfato representa un mecanismo de
control intrincado que tiene la capacidad de regular tanto positiva como negativamente la sefalizacion de BMP2.
Fisiol6gicamente esta interaccion es responsable de imponer respuestas dependientes de contexto a esta citocina
potente con respecto a muchas facetas del desarrollo embrionario, el compromiso de los precursores y curacion de
heridas.

Ejemplo 2 — Purificacion de HS especifico de péptido BMP2

Los inventores han usado un péptido que tiene propiedades de union a heparina de la secuencia de BMP2 madura
para identificar un nuevo HS que se une con el péptido.

Secuencia de aminoacidos de BMP2 madura:

QAKHKQRKRLKSSCKRHPLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHL

NSTNHAIVQTLVNSVNSKIPKACCVPTELSAISMLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCG
CR [SEC ID Ne: 4]

Secuencia de aminoacidos del péptido de union a heparina:
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QAKHKQRKRLKSSCKRHP [SEC ID N2 1]
Para replicar la presentacion natural del sitio de unién a heparina los inventores biotinilaron el péptido en su extremo
C terminal y mantuvieron la prolina (P) para mejorar la flexibilidad/accesibilidad del péptido una vez que se hubo
unido con la columna de estreptavidina.

Aislamiento de HS especifico de péptido BMP2

Los materiales usados incluyeron una columna de Estreptavidina acoplada a péptido-BMP2, Columna de Desalacion
HiPrep (GE Healthcare), PBS 20 mM + NaCl 150 mM (Tampén Bajo en Salinidad), PBS 20 mM + NaCl 1,5 M
(Tampédn de Alta Salinidad), Agua de uso en HPLC (Sigma), sistema de Cromatografia Biologic-Duoflow (Bio-Rad) y
un Aparato de Liofilizacién.

La columna se equilibré con tampdn Bajo en Salinidad y 1 mg de HS Sigma (H9902) se disolvié en tampdn de baja
salinidad y se pas6 a través de la columna de Estreptavidina-BMP2. Se retiraron componentes de medios no unidos
de la columna lavando tampén de baja salinidad (PBS 20 mM, pH 7,2, NaCl 150 mM) hasta que la absorbancia del
efluente a 232 nm volvié casi a cero. Se eluyé HS unido a la matriz con tampdn de alta salinidad (PBS 20 mM, pH
7,2, NaCl 1,5 mM). Se agruparon fracciones pico y se liofilizaron durante 48 h.

Se aplicé 1 mg de HS a la columna y se lavé con tampén de PBS 20 mM que contenia una baja concentracién de
NaCl (150 mM). Después de lavar con tampoén de baja salinidad, el HS unido se eluy6é con tampén de PBS 20 mM
que contenia una alta concentracién de NaCl (1,5 M). Se recogieron picos que representaban fracciones
conservadas (controladas a 232 nm) y se sometieron a desalacion adicional.

Después de liofilizar se obtuvieron 6 mg de HS positivo (GAG+) y 1,8 mg de HS negativo (GAG-).

Ejemplo 3 — Evaluacion de heparan sulfatos especificos de BMP-2

C2C12 son células madre mesenquimales de ratén que muestran normalmente diferenciacion miogénica pero
capaces de dirigirse en el linaje osteogénico con complementacién de BMP-2 en el pase 3. Se mantuvieron células
C2C12 en el pase 3 en DMEM con glucosa 1000 g/l (glucosa baja), FCS 10 %, P/S 1 % y sin L-glutamina (medio de
mantenimiento).

Se usé DMEM con glucosa 1000 g/l (glucosa baja), FCS 5 %, P/S 1 % y sin L-glutamina como un medio de
diferenciacion.

Efecto de BMP-2 en la osteogénesis

Se evaluaron los efectos de BMP-2 exd6geno en osteogénesis midiendo los niveles de expresién de marcadores
osteogénicos (osteocalcina, osterix, Runx2).

Mediante el ensayo del efecto de la adicion de diferentes cantidades (100 ng/ml y 300 ng/ml) de BMP2 a las células
se observd una reduccion significativa el dia 5 en la expresion de osterix, osteocalcina y Runx2 en células que
tenian BMP2 100 ng/ml en comparacion con la adicion de BMP2 300 ng/ml (Figs. 27-29). Por tanto se escogio este
punto temporal para ensayos futuros, ya que cualquier cambio seria facilmente observable.

Materiales y Métodos

Se usaron células C2C12 en el pase 3. Las células se mantuvieron en Nitrégeno liquido en el Pase 3 con 1x10°
células/vial. Una vez que se tomaron células del Nitrégeno liquido, se afiadieron 500 pl de medio de cultivo, se
pipetearon arriba y abajo para volver a congelar las células y se afnadieron inmediatamente 15 ml de medio de
cultivo.

El medio de cultivo fue DMEM con glucosa 1000 g/l (glucosa baja), FCS 10 %, P/S 1 % y sin L-glutamina. EI método
de tratamiento fue DMEM con glucosa 1000 g/l (glucosa baja), FCS 5 %, P/S 1 %y sin L-glutamina.

Se permitid que las células C2C12 crecieran hasta 75 % de confluencia antes de recoger (normalmente 2 a 3 dias)
en medio de cultivo.

Las células se contaron de la siguiente manera. El medio se aspir6/descarté en primer lugar; se afadieron 15 ml de
PBS, se descart6 el PBS y se afadieron 3 ml de tripsina, se incub6 a 37 °C durante 5 min para despegar las células
del matraz. Se afadieron 9 ml de medio de cultivo para neutralizar la tripsina. Se usé GUAVA para determinar la
cantidad de células para siembra celular posterior en las placas experimentales. Por ejemplo, para 3 conjuntos de
placas de 12 pocillos 30.000 células x 36 pocillos x 3,7 cm? = 4.000.000 de células. Se diluyeron las células a partir
de la reserva y se anadio6 la cantidad deseada de medio de cultivo para siembra de células (requiriendo cada pocillo
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500 pl de medio con 30.000 células).

Para preparar la reserva de BMP2 se resuspendieron 10 ug de rhBMP2 (Proteina Morfogenética del Hueso 2) en
100 pl de HCI 4 mM / BSA 0,1 %.

Se uso el siguiente protocolo de extraccién de ARN. Se usaron 350 ul de tampon RA1 para la lisis celular. Se
congelaron células con RA1 a -80 °C durante un dia después de lo cual las células se descongelaron y el lisado se
filtr6 durante 1 min a 11.000 g. El filtrado se mezclé con 350 ul de etanol al 70 % en tubos de 1,5 ml y se centrifugd
durante 30 s a 11.000 g. Se afiadieron 350 ul de tampén MDB y la mezcla se centrifugdé durante 1 min a 11.000 g.
Se afadieron 95 pul de mezcla de reaccion de Dnasa y la mezcla se dejé a temperatura ambiente durante al menos
15 min. Después se lavo con 200 ul de tampon RA2 (para desactivar la Dnasa) y se centrifugé durante 30 s a 11.000
g. Se lavé con 600 pl de tampdn RA3, se centrifugd durante 30 segundos a 11.000 g. Se lavé con 250 ul de tampén
RAS3, se centrifug6 durante 2 min a 11.000 g. Se eluy6 el ARN con 60 pl de H2O sin Rnasa, se centrifugd durante 1
min a 11.000 g. Se midié la concentracion usando Nanodrop (unidades en ng/ul).

Se realizaron experimentos de RT (transcripcion inversa) de la siguiente manera. Se mezclé lo siguiente en un tubo
de PCR: Cebador Aleatorio (0,1 ul), DNTP (1 ul), ARN (250/500 ng), H2O sin Rnasa (ajustado hasta un volumen final
de 13 pl). Se incubd a 65 °C durante 5 min. Se incubd en hielo durante al menos 1 min. Se recogieron los contenidos
y se centrifugaron brevemente antes de afadir: Tampdn de 12 Cadena (4 wl), DTT (1 ul), RnasaOUT (1 ul), SSIII
Inversa (1 pl). Se ajustd hasta un volumen final de 20 pl. Se mezcl6é pipeteando arriba y abajo. Se incubd a
temperatura ambiente durante 5 min. Se incubé a 50 °C durante 60 min. Se inactivo la reaccion a 70 °C durante 15
min.

Se realizaron experimentos de transcripcion inversa dos veces en dias separados y los productos de PCR se
agruparon entre si y se diluyeron hasta una concentracion final de 2,5 ng/ul para PCR en Tiempo Real posterior.

La PCR en Tiempo Real se realiz6 usando una Mezcla maestra de PCR Universal Répida TagMan® (2X) (Applied
Biosystem). Mezcla maestra de PCR (10 pl), sonda ABI (1 ul), ADNc (1 wl), ddH2O (8 ul). Se usaron GAPDH y Beta
actina como genes de control contra las dianas experimentales OSX (osterix), OCN (Osteolcalcina) y Runx2.

Efecto de HS GAG+ especifico de BMP-2 en osteogénesis

Se evaluaron los efectos del HS especifico de BMP-2 (GAG+) aislado en el Ejemplo 2 en la osteogénesis midiendo
los niveles de expresion de los marcadores osteogénicos (osterix, Runx2, fosfatasa alcalina y Bspll) por reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR). Se prepard un ciclo temporal para comparar la expresién de los
marcadores durante un ciclo de 10 dias para comparar el control con una dosis alta y una baja de BMP-2, siendo la
dosis alta las condiciones Optimas para inducir diferenciacion de las células.

Materiales y métodos

Se sembraron células a 30.000 células/cm? en medio de mantenimiento y se dejé que se unieran durante una noche.
Al dia siguiente se cambiaron a medio de diferenciacién con:

Sin aditivos

BMP-2 100 ng/ml (control positivo)

BMP-2 100 ng/ml + GAG- 30 pg/ml (GAG negativo)

BMP-2 100 ng/ml + GAG+ 30 ug/ml (GAG positivo)

BMP-2 100 ng/ml + Heparina 30 ug/ml (Sigma N® H3149)

BMP-2 100 ng/ml + Heparan Sulfato Total 30 ug/ml (Sigma N® H9902 — HS antes del fraccionamiento)

Los hidratos de carbono y BMP2 se mezclaron entre si en el volumen mas pequefio posible y se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 minutos antes de su adicion a los medios y en las células.

Después de 5 dias, se extrajo ARN usando los kits de Macherey-Nagel y se realizd Transcripcion Inversa.

Como se muestra en las Figs. 30-33, el Heparan sulfato de mucosa porcina (HS Total) puede aumentar la actividad
de BMP-2 (mostrado a través de aumentos inducidos por GAG+ en la expresion de Fosfatasa Alcalina, osterix, Bspll
y Runx2) y esta actividad esta contenida dentro de la fraccién que se une a BMP2 (GAG Positivo). Esto significa que
se puede aislar la fraccion de potenciacion de BMP de un HS comercial pasandolo en la columna peptidica BMP-
HBD.

Ejemplo 4

Se expandieron células preosteoblasticas MC3T3-E1 (s14) (una linea celular de fibroblastos de calvaria de embrién
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de raton establecida de la calvaria de un embrion) en medio «MEM complementado con FCS al 10 %, L-glutamina 2
mM, piruvato sédico 1 mM y Penicilina/Estreptomicina cada 72 horas hasta que se generaron suficientes células
para siembra en placas. Las células se diferenciaron sembrando en placas a 5 x 10* células/cm? en medio aMEM
complementado con FCS al 10 %, L-glutamina 2 mM, acido ascorbico 25 pg/ml, B-glicerol fosfato 10 mM y
Penicilina/Estreptomicina. El medio se cambié cada 72 horas durante 8 dias momento en el cual se recogieron las
células y el medio. El medio se conservo y se clarificéd por centrifugacion a alta velocidad vy filtracién a través de un
filtro de 0,4 um. La capa celular se alteré usando un raspador celular y un tampén de extraccién que contenia PBS
(NaCl 150 mM sin Ca®* y Mg®*), CHAPS 1 %, Urea 8 My NaN3 al 0,02 %.

En todas los estadios (a no ser que se indique de otro modo), las muestras se clarificaron antes de cargarlas en
sistemas de columna. Este proceso incluyé centrifugacién a alta velocidad a 5000 g durante 30 min, y filtracion a
través de un filtro de jeringa de 0,4 um. Las muestras se clarificaron siempre directamente antes de cargar a través
del sistema de columna para evitar la formacion de precipitados en soluciones estancadas.

Se us6 cromatografia de intercambio aniénico para aislar fracciones de proteoglucosaminoglucano (PGAG) de las
muestras tanto de medio como de capa celular. En cada caso, las muestras de medio o capa celular se procesaron
a través de una columna XK 26 de Pharmacia (56-1053-34) empaquetada con Perlas de Intercambio Aniénico Capto
Q (Biorad) a un caudal de 5 ml/min en un sistema de Biologic DuoFlow (Biorad) usando un detector de UV-Vis
QuadTec. Las muestras se cargaron en un tampon de baja salinidad que contenia PBS (NaCl 150 mM sin Ca®* y
Mg®), NaCl 100 mM, NaN3 0,02 % a pH 7,3. Las muestras se eluyeron en un tampon de alta salinidad que contenia
PBS (NaCl 150 mM sin Ca*" y Mg®*), NaCl 850 mM y NaN3 0,02 % a pH 7,3. Las fracciones relevantes se recogieron
y agruparon en una unica muestra de PGAG y se liofilizaron en preparacion para desalacion.

La muestra de PGAG se desalé mediante cuatro columnas Pharmacia HiPre™ 26/10 unidas secuencialmente (17-
5087-01) a un caudal de 10 mil/min en un sistema Biologic DuoFlow (Biorad) usando un detector de UV-Vis
QuadTec. Las fracciones relevantes se recogieron y se agruparon en un unico conjunto de muestras y se liofilizaron
en preparacion de tratamiento adicional.

En la cuarta etapa, el conjunto de muestras de PGAG obtenido del procedimiento de desalacion se sometié a un
tratamiento con pronasa y neuraminidasa, para retirar por digestion proteinas centrales y para liberar posteriormente
cadenas de GAG. A este respecto, se resuspendieron muestras de PGAG liofilizadas en un volumen minimo de
acetato sodico 25 mM (pH 5,0) y se clarificaron por filtracién a través de un filtro de jeringa de 0,4 um. El volumen de
muestra total se distribuy6 en tubos de vidrio de 10 ml en alicuotas de 500 pl. A esta alicuota se afiadieron 500 pl de
neuraminidasa 1 mg/ml antes de incubarse la mezcla durante 4 horas a 37 °C. Después de la incubacion, se
afadieron 5 ml de Tris-acetato 100 mM (pH 8,0) a cada muestra. Se afadieron 1,2 ml adicionales de pronasa 10
mg/ml, reconstituida en Tris-acetato 500 mM y acetato calcico 50 mM (pH 8,0), a cada muestra antes de incubar la
mezcla durante 24 horas a 36 °C. Después de este tratamiento, todos los volumenes se combinaron y se prepararon
para cromatografia de intercambio aniénico por centrifugacion vy filtracion.

En una quinta etapa, la muestra de GAG aislada después de la escisién de proteina se eluy6 a través de una
columna de Pharmacia XK 26 (56-1053-34) empaquetada con Perlas de Intercambio Aniénico Capto Q (Biorad) a un
caudal de 5 ml/min en un sistema Biologic DuoFlow (Biorad) usando un detector de UV-Vis QuadTec. A este
respecto, la muestra se cargd en un tampén de baja salinidad que contenia PBS (NaCl 150 mM sin ca®* y Mgz") y
NaN3 0,02 % a pH 7,3. La muestra se eluyd en un tampén de alta salinidad que contenia PBS (NaCl 150 mM sin
ca* y Mgz+), NaCl 850 mM y NaN3 0,02 % a pH 7,3. Las fracciones relevantes se agruparon, se liofilizaron y se
desalaron segun el protocolo anteriormente mencionado para desalar la muestra de PGAG.

El péptido biotinilado en el extremo N terminal (1 mg), correspondiente al dominio de unién a heparina de BMP2, y
que comprendia una secuencia de aminoacidos representada por QAKHKQRKRLKSSCKRH [SEC ID N@: 17], se
mezclé con tampén de baja salinidad que contenia PBS (NaCl 150 mM sin Ca* y Mg?*). La mezcla se eluyd a través
de una columna empaquetada con una matriz de resina recubierta con estreptavidina. La columna se expuso
después a un tampédn de alta salinidad que contenia PBS (NaCl 150 mM sin ca** y Mgz+), NaCl 850 mM y NaN3 0,02
% a pH 7,3 para evaluar si, en esas condiciones, el péptido se habia unido con seguridad a la matriz. No se observé
pérdida sustancial de péptido de la columna. La columna se lavé posteriormente con el tampoén de baja salinidad en
preparacion de la carga de muestra.

La mezcla de GAG (2 mg), aislada usando el procedimiento perfilado en el Ejemplo 1, se suspendié en tampoén de
fosfato soédico de baja salinidad (1 ml), y se cargé en la columna peptidica del Ejemplo 2. La muestra se eluyé con
un tampon de baja salinidad que contenia PBS (NaCl 150 mM sin ca®* y Mgz+). Se observd un pico correspondiente
a GAG con afinidad por BMP2 insignificante en la traza del detector de UV-Vis. Las fracciones de columna
responsables de dar lugar a este pico se combinaron. Estas fracciones se conocen como “GAG-" indicando el signo
menos la falta de afinidad con la columna. Cuando resulté evidente a partir del detector de UV-Vis que la traza se
habia aplanado hasta la linea basal, y que no se eluia mas oligasacarido, se cambié el disolvente de elucién a un
tampon de alta salinidad que contenia PBS (NaCl 150 mM sin Ca®* y Mg®*), NaCl 850 mM y NaN3 0,02 % a pH 7,3.
Después de este cambio en el disolvente de elucion, se observd un pico correspondiente a GAG especificos de
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BMP2 en la traza del detector de UV-Vis. Las fracciones de columna responsables de dar lugar a este pico se
combinaron. Estas fracciones se conocen como “GAG+”, indicando el signo mas la presencia de afinidad con la
columna. En el caso de compuestos GAG obtenidos de células preosteoblasticas, la fraccion GAG+ representaba el
10 % de la mezcla de GAG general.

Ejemplo 5

La adicién de BMP2 tiene una capacidad claramente definida para inducir diferenciacion osteogénica en mioblastos
C2C12. De forma similar, se ha mostrado que la pre-incubacién de BMP2 con heparina extiende tanto la semivida de
las citocinas como su potencia inmediata in vitro. En el presente documento se ha examinado la capacidad de
fracciones GAG+ y GAG- para aumentar la osteoinduccion de las células C2C12 in vitro por BMP2.

La muestra GAG+ del Ejemplo 4 (0, 10, 100, 1000 ng/ml) se afadié a mioblastos C2C12 in vitro en presencia de
BMP-2 (0, 50, 100 ng/ml). La medicion de la expresion relativa del gen de osteocalcina indicoé que la muestra GAG+
era capaz de potenciar BMP-2 para efectuar la expresion del gen de osteocalcina a niveles de BMP-2 muy por
debajo de los usados en la actualidad en la terapia (300 ng/ml). Los resultados de este ensayo (incluyendo los p
valores calculados y errores) se representan graficamente en la Figura 34 en la que las condiciones experimentales
para cada “condicion de cultivo” son las siguientes:

. Células control, sin BMP2 afadido, sin GAG afadido
. BMP-2 a 50 ng/ml

. BMP-2 a 50 ng/ml, GAG+ a 10 ng/ml

. BMP-2 a 50 ng/ml, GAG+ a 100 ng/ml

. BMP-2 a 50 ng/ml, GAG+ a 1000 ng/ml

. BMP-2 a 100 ng/ml

. BMP-2 a 100 ng/ml, GAG+ a 10 n/ml

. BMP-2 a 100 ng/ml, GAG+ a 100 ng/ml

. BMP-2 a 100 ng/ml, GAG+ a 1000 ng/ml

O©COoONOODWN =

Resulta interesante que, aunque 1000 ng/ml de GAG+ es capaz de aumentar significativamente la expresion de
osteocalcina mediada por BMP2, la adicién de concentraciones de GAG+ por debajo de 1000 ng/ml parece inhibir
progresivamente esta expresion. Ademas, la adicién de suficiente GAG+ también consiguié conducir la induccion de
osteocalcina por 50 ng/ml de BMP2 por encima de la de 100 ng/ml de BMP2 por si sola, lo que indica la potencia de
esta interaccion.

Este andlisis basado en cultivo celular demostré que la adicion de GAG+ a cultivos osteogénicos C2C12 junto con
BMP2 daba como resultado una regulacién positiva significativa de la expresion de osteocalcina que indicaba un
aumento de la eficacia de sefializacion de BMP2. Este resultado apoya la asociacién especifica de cadenas GAG+
con BMP2, bloqueando de este modo el BMP2-HBP y evitando su asociacién con PGAG basados en matriz. La
regulacién positiva resultante de la expresién génica osteogénica es comparable a la observada en estudios previos
que utilizan heparina para conseguir un efecto similar. Resulta interesante que la adicién de concentraciones de
GAG+ que quedan por debajo de 1000 ng/ml parece tener un efecto inicialmente antagonista en la sefalizaciéon de
BMP2.

Una posible hipétesis para explicar esta observacion gira en torno a la capacidad de un nimero dado de moléculas
de GAG+ para unirse con un cierto nimero de moléculas de BMP2. En condiciones en las que no se afade GAG+
exdgeno al sistema de cultivo la mayoria de las moléculas de BMP2 seran capaces de asociarse con la ECM,
localizandose de este modo lejos de sus receptores afines y siendo incapaces de iniciar inmediatamente la
sefalizacion. La disociacion posterior de BMP2 de la ECM, tanto espontdneamente como por alteraciéon enzimatica
dirigida de sus cadenas de GAG+ asociadas, tiene la capacidad de inducir sefalizacion de BMP2 a largo plazo. La
adicion de un gran numero de moléculas GAG+ a este sistema, como sucede en muestras complementadas con
1000 ng/ml de GAG+, permite que la mayoria de las moléculas de BMP2 permanezcan en solucion donde estan
libres para mediar con dimerizacién de receptores e inducir la sefializacion corriente abajo. Ambos de estos
procesos de interaccion de citocinas/receptores requieren probablemente umbrales de concentracion particulares
para mantener un nivel eficaz de sefnalizacion. En condiciones de cultivo que contienen 50 ng/ml de BMP2, la
adicion de concentraciones bajas de GAG+ permite que una parte de la citocina disponible permanezca soluble
mientras que la parte restante se asocia con la ECM. En estas condiciones solamente una pequefa cantidad de
BMP2 sigue siendo soluble pero, debido a su baja concentracién, se hace altamente difusa en el medio lo que
conduce a sefializacion insignificante. De forma similar, debido a una parte del BMP2 que permanece solubilizado,
puede encontrarse una cantidad reducida de BMP2 en la ECM, dando como resultado una reduccién en la
sefalizacion de BMP2 liberado de la ECM por actividad celular directa. Sin embargo, en condiciones de cultivo que
contienen 100 ng/ml de BMP2 los efectos combinados de BMP2 soluble y basado en ECM son, con la adicion de
100 ng/ml de GAG+, suficientes para inducir la sefializacion de BMP2 similar a niveles de control. Sin estudios
adicionales, sin embargo, la dinamica implicada en la sefalizacion de BMP2/GAG+ sigue sin estar clara. Estudios
futuros que utilizan la resonancia de plasmoén superficial pueden ayudar a dilucidar la eficacia de las interacciones
BMP2/GAG+ y pueden ayudar a clarificar estas observaciones.
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Ejemplo 6

La enzima heparanasa 3 se usé para escindir cadenas de aztcares GAG+ y GAG- del Ejemplo 4 de acuerdo con el
siguiente método. GAG+ y GAG- se trataron cada uno por separado a una concentracién de 4 mg/ml, con
heparanasa 3 (250 mU de enzima por cada 100 ug de oligosacarido) durante 16 horas a 37 °C. Posteriormente, la
mezcla se calenté durante 5 minutos a 70 °C para inactivar la heparanasa 3. Las mezclas GAG+ y GAG- digeridas
se sometieron cada una a la columna del péptido por separado. La traza del detector de UV-Vis de cada ciclo
cromatografico indicd que el material digerido mostraba la misma afinidad por la columna que el material no digerido.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aislar glucosaminoglucanos capaces de unirse con una proteina que tiene un dominio de union a
heparina, en donde la proteina se caracteriza por o comprende SEC ID N¢: 1, comprendiendo el método:

(i) proporcionar un soporte sélido que tiene moléculas polipeptidicas adheridas al soporte que se caracterizan
por, o comprenden, SEC ID N%: 1;

(ii) poner en contacto las moléculas polipeptidicas con una mezcla que comprende glucosaminoglucanos de
modo que se permite la formacién de complejos de polipéptido-glucosaminoglucano;

(iii) separar los complejos de polipéptido-glucosaminoglucano del resto de la mezcla;

(iv) disociar los glucosaminoglucanos de los complejos de polipéptido-glucosaminoglucano;

(v) recoger los glucosaminoglucanos disociados.

2. Un método para identificar glucosaminoglucanos capaces de estimular o inhibir el crecimiento y/o la diferenciacién
de células y/o tejidos, comprendiendo el método:

(i) proporcionar un soporte sélido que tiene moléculas polipeptidicas adheridas al soporte que se caracterizan
por, o comprenden, SEC ID N%: 1;

(ii) poner en contacto las moléculas polipeptidicas con una mezcla que comprende glucosaminoglucanos de
modo que se permite la formacién de complejos de polipéptido-glucosaminoglucano;

(iii) separar los complejos de polipéptido-glucosaminoglucano del resto de la mezcla;

(iv) disociar los glucosaminoglucanos de los complejos de polipéptido-glucosaminoglucano;

(v) recoger los glucosaminoglucanos disociados;

(vi) afadir los glucosaminoglucanos recogidos in vitro a células o tejidos en los que una proteina que contiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N2: 1 esta presente;

(vii) medir uno o mas de: proliferacion de las células, diferenciacion de las células, expresién de uno o mas
marcadores proteicos.

3. El método de las reivindicaciones 1 o 2 en el que la mezcla que comprende glucosaminoglucanos contiene
material de matriz extracelular.

4. El método de la reivindicacién 3 en el que el material de la matriz extracelular deriva de tejido conectivo o de
células de tejido conectivo.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la mezcla que comprende
glucosaminoglucanos contiene uno o mas de un dextran sulfato, un condroitin sulfato, un heparan sulfato.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la mezcla que comprende
glucosaminoglucanos se ha enriquecido con respecto a uno de dextran sulfato, condroitin sulfato, heparan sulfato.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el método comprende ademas someter los
glucosaminoglucanos recogidos a analisis adicional para determinar las caracteristicas estructurales del GAG.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que los complejos de glucosaminoglucano-
polipéptido se ponen en contacto con una liasa.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el polipéptido consiste en SEC ID N¢: 1.
10. El método de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que el polipéptido comprende ademas uno o mas

aminoacidos adicionales en uno o cada uno de los extremos N y C terminales del polipéptido, en donde el nimero
de dichos aminoacidos adicionales es 1-20.
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Absorbancia a 232 nm
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