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La presente invencion se refiere a un método in vitro
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para monitorizar el efecto de una terapia administrada
a un paciente diagnosticado con una patologia de
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La invencién también se relaciona con el uso de la
actividad heparanasa como marcador diagnéstico de
una patologia de superficie ocular, como marcador
para determinar el grado de dicha patologia, como
marcador para monitorizar el efecto de una terapia
administrada a un paciente diagnosticado con una
patologia de superficie ocular y al uso de la actividad
heparanasa para seleccionar a un sujeto para
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DESCRIPCION

Marcador de patologias oculares

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se encuadra dentro del campo de los métodos de diagndstico de

patologias oculares.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La cornea es parte transparente del ojo que sirve para dejar pasar la luz y enfocar las

imagenes del mundo exterior en la retina.

El queratocono es una enfermedad degenerativa de la cérnea que cursa con
adelgazamiento y alteracién de la forma corneal, con lo que pierde su funcién de dejar pasar
la luz y enfocar las imagenes en la retina, haciendo que el paciente tenga una mala vision
incluso con la mejor correccién de gafas o lentes de contacto de la cornea. En muchas
ocasiones el paciente necesita cirugia (entrecruzamiento del colageno con luz ultravioleta,
segmentos de anillos intraestromales o trasplante de cérnea) y a pesar de ésta el paciente
puede tener una disminucion permanente de la vision que afecta su calidad de vida y

actividad laboral.

El diagnostico de queratocono se hace en la actualidad con técnicas de analisis de imagen
(videoqueratosocopia) pero no existen marcadores biolégicos que permitan realizar un
diagnéstico precoz antes incluso que el paciente tenga sintomas de alteracion de la vision.

El diagnostico precoz es muy importante de cara a realizar medidas preventivas y
tratamientos para evitar la evolucion de la enfermedad. También es muy importante ya que
la gran mayoria de los pacientes con queratocono son miopes y padecen astigmatismo por
lo que son posibles candidatos a la cirugia refractiva corneal, que de realizarse agravaria la

enfermedad y aceleraria la progresion del queratocono.
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Existe por tanto una necesidad en el estado de la técnica de proporcionar marcadores
biolégicos para el diagndstico y deteccion del desarrollo de una patologia ocular,

especialmente de queratocono.

COMPENDIO DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro para diagnosticar o
para determinar el grado de una patologia de la superficie ocular en un sujeto que
comprende:
(i) determinar la actividad heparanasa en una muestra que comprende una
lagrima de dicho sujeto; y
(i) comparar la actividad heparanasa obtenida en la etapa (i) con un valor de
referencia;
en donde, un aumento en dicha actividad heparanasa con respecto al valor de
referencia es indicativo de que dicho sujeto sufre una patologia de la superficie

ocular o de un avance en el grado de una patologia de la superficie ocular.

En un segundo aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro para monitorizar el
efecto de una terapia administrada a un paciente diagnosticado con una patologia de la

superficie ocular que comprende:

(i) determinar la actividad heparanasa en una muestra que comprende una
lagrima de dicho paciente; y

(i) comparar la actividad heparanasa obtenida en la etapa (i) con un valor de
referencia;

en donde, un estancamiento y/o un descenso en dicha actividad heparanasa con

respecto al valor de referencia es indicativo del efecto positivo de dicha terapia.

En un tercer aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro para seleccionar un

sujeto para someterse a cirugia refractiva corneal que comprende:

(i) determinar la actividad heparanasa en una muestra que comprende una

lagrima de dicho sujeto; y
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(i) comparar dicha actividad heparanasa obtenida en la etapa (ii) con un valor
de referencia;

en donde, un aumento en la actividad heparanasa con respecto al valor de referencia

es indicativo de que dicho sujeto no es candidato a someterse a cirugia refractiva

corneal.

En un cuarto aspecto, la invencién se relaciona con el uso de la actividad heparanasa como
marcador diagnéstico de una patologia de superficie ocular, como marcador para determinar
el grado de una patologia de superficie ocular, como marcador para monitorizar el efecto de
una terapia administrada a un paciente diagnosticado con una patologia de la superficie
ocular o como marcador para seleccionar a un paciente para someterse a cirugia refractiva

corneal.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Modelo de la estructura en dominios de la molécula del heparan sulfato.
Figura 2: Cromatografia de exclusién molecular en columna de Superose 12 de [°H]-HS.

Las fracciones 23 a 29, correspondientes a moléculas con pesos moleculares superiores a

20 kDa, fueron aisladas y concentradas para ser utilizadas

Figura 3: Analisis de reacciones por cromatografia de exclusion molecular en columna
de Superose 12. (o) Control negativo. (m) Reaccion enzimatica llevada a cabo con el
extracto celular de EBNA-293 como control positivo.

Figura 4: Andlisis de reacciones por ultrafiltracion.

Figura 5: Actividad heparanasa en lagrima en funcién del grado de queratocono segun

Rabinowitz. Las barras verticales indican intervalos de confianza de 0.95.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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Los autores de la presente invencion han desarrollado un método para diagnosticar
patologias de la superficie ocular, en concreto, queratocono. Los autores de la invencién han
observado que, sorprendentemente, existe una mayor actividad heparanasa en muestras de
pacientes que padecen dicha patologia cuando se compara con sujetos sanos tal y como se
demuestra en los ejemplos. Dicha actividad, puede ser también empleada en métodos para
monitorizar el efecto de una terapia en pacientes previamente diagnosticados con
queratocono asi como parta seleccionar pacientes que son candidatos a someterse a cirugia

refractiva corneal.

Primer método de la invencion

En un primer aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro para diagnosticar o
para determinar el grado de una patologia de la superficie ocular en un sujeto, de aqui en

adelante “primer método de la invencion”, que comprende:

(i) determinar la actividad heparanasa en una muestra que comprende una
lagrima de dicho sujeto; y

(i) comparar la actividad heparanasa obtenida en la etapa (i) con un valor de
referencia;

en donde, un aumento en dicha actividad heparanasa con respecto al valor de

referencia es indicativo de que dicho sujeto sufre una patologia de la superficie

ocular o de un avance en el grado de una patologia de la superficie ocular.

El término “diagndstico” como se usa en el presente documento, se refiere tanto al proceso
de intentar determinar y/o identificar una posible enfermedad en un sujeto, es decir el
procedimiento de diagnostico, como a la opinion alcanzada por este proceso, es decir, la
opinién diagndstica. Como tal, también se puede considerar como un intento de clasificacion
del estado de un individuo en categorias separadas y distintas que permitan que se tomen
decisiones médicas sobre el tratamiento y prondstico. Como entendera el experto en la
materia, tal diagndstico puede no ser correcto para el 100% de los sujetos a diagnosticar,
aunque se prefiere que lo sea. Sin embargo, el término requiere que una parte
estadisticamente significativa de los sujetos se puedan identificar como que padecen una

enfermedad, particularmente una patologia de la superficie ocular en el contexto de la
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invencion, o que tiene una predisposicion a la misma. El experto en la materia puede
determinar si una parte es estadisticamente significativa usando diferentes herramientas de
evaluacion estadistica bien conocidas, por ejemplo, mediante la determinacion de intervalos
de confianza, la determinacién del valor de p, la prueba de la t de Student, la de Mann-
Whitney, etc. (véase, Dowdy y Wearden, 1983). Los intervalos de confianza preferidos son
al menos del 50%, al menos del 60%, al menos del 70%, al menos del 80%, al menos del
90% o al menos del 95%. Los valores de p son preferiblemente, 0,05, 0,025, 0,001 o

menores.

El término “patologia de la superficie ocular” tal y como se usa aqui, incluye los procesos

cronicos y progresivos que estan caracterizados por una alteracion de la estructura corneal
o del limbo esclerocorneal provocando un deterioro de su transparencia lo que conlleva un
dafio visual. Dichas patologias incluyen pero no estan limitadas a: queratocono, opacidad

corneal, ojo seco, conjuntivitis, Ulcera corneal y blefaritis.

En una realizacion particular y preferida de la invencion, dicha patologia de la superficie
ocular es queratocono. El término “queratocono”, tal y como se usa en el presente
documento, se refiere a una enfermedad progresiva de la cérnea que causa mala vision en
la que la cornea adopta una forma conica irregular debido a la alteracion de las fibras de
colageno en su estructura interna. Es bilateral en la mayor parte de los casos y su
progresion es asimétrica. El principal sintoma anatémico del queratocono es el
adelgazamiento de la cornea en su zona central o paracentral, es decir, la cornea se vuelve
mas fina conforme se va desarrollando el queratocono, lo cual conlleva un empeoramiento
de la visibn a medida que el queratocono avanza. El queratocono puede clasificarse en
grados atendiendo a la curvatura corneal: grado 1: cuando la curvatura corneal es menor o
igual a 45D (dioptrias); grado 2: cuando la curvatura corneal esta comprendida entre 45 y
52D; grado 3: cuando la curvatura corneal estd comprendida entre 52 y 60D; y grado 4:
cuando la curvatura corneal es mayor de 60D. La curvatura corneal puede determinarse
empleando un tomografo corneal. Los tomografos corneales tienen incorporados algoritmos
que permiten determinar el grado de curvatura corneal mediante el calculo del indice de
Maloney, el indice medida de la irregularidad corneal, queratometria torica media, el indice
de irregularidad de la superficie, el indice de Rabinowitz, el indice KISA, el indice de

prediccion de queratocono, el indice de Z3 o combinaciones de los mismos.
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En una realizacion aun mas particular y preferida de la invencion, dicho queratocono es de

grado 3.

El término “sujeto”, tal y como aqui se utiliza, se refiere a una persona, tal como un ser
humano, un primate no humano (p. ej., chimpancés y otros simios y especies de monos),
animales de granja, tales como aves, peces, ganado vacuno, ovejas, cerdos, cabras y
caballos; mamiferos domésticos, tales como perros y gatos; animales de laboratorio
incluyendo roedores, tales como ratones, ratas y cobayas. El término no denota una
determinada edad o sexo. En una realizacion particular de la invencion, el sujeto es un

mamifero. En una realizacion preferida de la invencion, el sujeto es un humano.

La expresion “muestra que comprende una lagrima” tal y como se usa aqui, se refiere a

cualquier muestra que se puede obtener de un sujeto en la que exista liquido corporal
producido por la glandula lagrimal de dicho sujeto. La muestra puede obtenerse a través de

diversos métodos de extraccion como la extraccidon mediante una pipeta o tubo capilar.

El primer método de la invencion comprende en la etapa (i) determinar la actividad
heparanasa en una muestra que comprende una lagrima de un sujeto. El término
“heparanasa”, también denominada HPSE, tal y como se usa en el presente documento, se
refiere a la proteina con que actua tanto en la superficie de la célula como en dentro de la
matriz extracelular degradando polimeros, preferiblemente polimeros de heparan sulfato, en
oligosacaridos. La proteina se sintetiza inicialmente en un 65 kDa pro-heparanasa como una
forma inactiva en el aparato de Golgi y se transfiere a través de los endosomas/lisosomas a
la superficie celular. En el lisosoma se procesa proteoliticamente en su forma activa.
Mediante el procesamiento proteolitico de la heparanasa se obtienen tres productos: un
péptido enlazador, un fragmento de 8 kDa (pro-heparanasa) y un fragmento de 50 kDa (pro-
heparanasa). Los fragmentos de 8 kDa y 50 kDa forman un heterodimero que conforma la
molécula de heparanasa activa. En una realizacion preferida, el término heparanasa se
refiere a la molécula activa. La secuencia de la heparanasa humana se encuentra
depositada en la base de datos GenBanK (versién del 11 de Mayo de 2014) bajo el numero
de acceso NP_001092010.
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El término "actividad heparanasa", como se usa en el presente documento, se refiere al

proceso enzimatico regulado por la heparanasa en concreto a la escision entre residuos de

glucosaminoglicanos y glucosamina de heparan sulfato.

El experto en la materia reconocera facilmente que la determinacion de la actividad
heparanasa de acuerdo al primer método de la invencion, se puede realizar mediante
cualquier método o técnica conocida en el estado de la técnica apropiada para determinar
dicha actividad enzimatica. Ejemplos ilustrativos no limitativos para determinar la actividad
heparanasa en una muestra se describen en los documentos WO 2000/03306 y WO
2000/77241. En una realizacién particular y preferida de la invencion, la actividad
heparanasa se determina de acuerdo al método para determinar la actividad heparanasa

definido la presente invencién y que se detalla mas adelante en el presente documento.

La etapa (ii) del primer método de la invencion comprende comparar la actividad heparanasa

obtenida en la etapa (i) de dicho primer método de la invencion con un valor de referencia.

El término “valor de referencia”, tal y como se usa en el presente documento, se refiere a un

valor de laboratorio utilizado como referencia para los valores/datos obtenidos a partir de
muestras obtenidas de los sujetos. El valor de referencia (o nivel de referencia) puede ser un
valor absoluto, un valor relativo, un valor que tiene un limite superior y/o inferior, una serie
de valores, un valor promedio, una mediana, un valor medio, o un valor expresado por
referencia a un valor de control o de referencia. Un valor de referencia puede estar basado
en el valor obtenido a partir de una muestra individual, como por ejemplo, un valor obtenido
de una muestra del sujeto objeto de estudio pero obtenido en un punto anterior en el tiempo.
El valor de referencia puede estar basado en un elevado niumero de muestras, tales como
los valores obtenidos en una poblacion de los sujetos del grupo de edad cronoldgica
coincidente con la del sujeto objeto de estudio o basado en un conjunto de muestras de
inclusioén o exclusion de la muestra a analizar. El valor de referencia puede estar basado en
los valores de expresion de los marcadores que se desean comparar obtenidos a partir de
muestras de sujetos sanos que no tienen un estado de enfermedad o un fenotipo particular.
En el contexto de la presente invencion, el valor de referencia se refiere al valor de la
actividad heparanasa obtenido a partir de muestras que comprenden lagrimas de sujetos

que no sufren una patologia de superficie ocular, (sujeto control) particularmente, de sujetos
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que no sufren queratocono. Métodos para obtener dicha muestra han sido mencionados
anteriormente. Es preferible que la técnica o método empleado para determinar la actividad
heparanasa en la muestra obtenida de dicho sujeto control sea la misma que la técnica
empleada para determinar la actividad heparanasa en el sujeto cuyo diagndstico se desea

determinar.

Una vez que se ha establecido el valor de referencia, se compara el valor obtenido de dicha
actividad heparanasa en la muestra del sujeto bajo estudio con el valor de referencia. Como
consecuencia de esta comparacion, la actividad heparanasa determinada en la muestra del
sujeto puede estar “aumentada”, “disminuida” o “igual a” dicho valor de referencia. En el
contexto de la presente invencion, se considera que la actividad heparanasa “esta
aumentada” en la muestra del sujeto con respecto al valor de referencia cuando la actividad
heparanasa en la muestra del sujeto aumenta, por ejemplo, un 5%, un 10%, un 25%, un
50%, un 100% o incluso mas cuando se compara con el valor de referencia, o cuando
aumenta, por ejemplo, al menos 1,1 veces, 1,5 veces, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces,
30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces o incluso
mas cuando se compara con el valor de referencia. Asimismo, en el contexto de la presente

invencion, se considera que la actividad heparanasa “esta disminuida” en la muestra del

sujeto cuando la actividad heparanasa en la muestra del sujeto disminuye, por ejemplo, un
5%, un 10%, un 25%, un 50%, un 75%, o incluso un 100% cuando se compara con el valor

de referencia para dicha actividad en el sujeto control.

Asimismo, en el contexto de la presente invencién, se considera que la actividad
heparanasa en la muestra del sujeto es “igual al” valor de referencia para dicha actividad
cuando el valor obtenido en la determinacion de la actividad heparanasa en el sujeto bajo
estudio esta sustancialmente inalterado con respecto al valor de referencia; por ejemplo, se
considera que la actividad heparanasa determinada en la muestra del sujeto bajo estudio se
considera que es “igual al” valor de referencia cuando los niveles se diferencian en no mas
del 0,1%, no mas del 0,2%, no mas del 0,3%, no mas del 0,4%, no mas del 0,5%, no mas
del 0,6%, no mas del 0,7%, no mas del 0,8% no mas del 0,9%, no mas del 1%, no mas del
2%, no mas del 3%, no mas del 4%, no mas del 5%, o no mas del valor porcentual que es el

mismo que el error asociado al método experimental usado en la determinacion.
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Una vez efectuada la comparacion entre el valor obtenido en la determinacion de la
actividad heparanasa en muestra del sujeto y el valor de referencia para dicha actividad, el
primer método de la invencion permite diagnosticar si un sujeto padece una patologia de la
superficie ocular, particularmente queratocono, basado en si el la actividad heparanasa
determinada en la muestra del sujeto bajo estudio estd aumentada con respecto al valor de

referencia.

En otra realizacion particular, el primer método de la invencion permite determinar el grado
de una patologia de la superficie ocular en un sujeto, particularmente queratocono. En este
caso, el valor de referencia empleado para tal fin es el valor de la actividad heparanasa
determinado en una muestra de un sujeto que no sufre una patologia de superficie ocular,
(sujeto control), particularmente queratocono, o, preferiblemente, el valor de la actividad
heparanasa determinado en una muestra de un sujeto que padece dicha patologia de
superficie ocular en un estadio temprano del desarrollo de la misma. En este caso, una vez
efectuada la comparacion entre el valor obtenido en la determinacién de la actividad
heparanasa en muestra del sujeto y el valor de referencia para dicha actividad, el primer
método de la invencion permite determinar un avance en el grado de una patologia de la
superficie ocular, particularmente queratocono, basado en si la actividad heparanasa
determinada en la muestra del sujeto bajo estudio esta aumentada con respecto al valor de

referencia.

En una realizacion particular y preferida de la invenciéon, la actividad heparanasa
determinada en la etapa (i) del primer método de la invencion, se determina mediante un

método, de aqui en adelante “método para determinar la actividad heparanasa de la

invencion”, que comprende:

(i) poner en contacto dicha muestra con un sustrato de la heparanasa;
(i) mantener la muestra de la etapa (i) en condiciones adecuadas para la degradacion
de dicho sustrato por la heparanasa; y

(iii) detectar los productos de reaccion obtenidos en la etapa (ii).

La etapa (i) de dicho método comprende poner en contacto la muestra en donde se desea

determinar la actividad heparanasa, es decir la muestra que comprende una lagrima de un
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sujeto bajo estudio, con un sustrato de la heparanasa. El término “sustrato de la
heparanasa” tal y como se usa en el presente documento, se refiere a polimeros que

contienen unidades de glicosaminoglicanos. El término “glicosaminoglicanos” o

“mucoplisacaridos”, tal y como se usa en el presente documento, se refiere a cadenas largas

y no ramificadas de heteropolisacaridos, compuestas generalmente por una unidad
repetitiva de disacarido con la formula general (azucaracido - amino azucar),, en donde n
hace referencia al numero de repeticiones. El azicar amino puede ser D-glucosamina o D-
galactosamina, en el que el grupo amino esta normalmente acetilado con el fin de eliminar
su carga positiva, y también puede llevar un grupo sulfato en el carbono 4 o 6 o0 en un
nitrogeno no acetilado. Los mas habituales son la N-acetilglucosamina o la N-
acetilgalactosamina. El azucar acido puede ser un acido D-glucurdnico o bien L-idurénico,
salvo en el queratan sulfato, en el que lo normal es que haya una galactosa. La carga
negativa de estos azucares acidos prevalece sobre los otros. Cada dimero esta unido al
siguiente por otro enlace glucosidico, pero en este caso en posicion beta 1-4. Este tipo de

conformacioén confiere una estructura resistente.

En una realizacion particular y preferida de la invencion, dicho sustrato es heparan sulfato.

El término “heparan sulfato” tal y como se usa en el presente documento, se refiere a un

heteropolisacarido cuya estructura se fundamenta en la repeticion del disacarido formado
por acido glucurénico (GlcA) y N-acetil-glucosamina (GIcNAc), dando lugar a cadenas largas
y no ramificadas con tamanos variables, comprendidos entre 5 y 70 kDa. En diferentes
posiciones, la molécula se modifica por una serie de reacciones enzimaticas
interdependientes que incluyen la N-deacetilacion de GIcNAc, habitualmente seguida de N-
sulfatacion, para producir GIcNSOs, lo que origina dominios sulfatados en la molécula (NS),
dentro de los cuales el GIcA puede ser epimerizado a iduronato (IdoA), y se pueden anadir
grupos O-sulfato al C-6 de la glucosamina y al C-2 del IdoA. También pueden ocurrir,
aunque con menor frecuencia, adiciones de grupos O-sulfato al C-3 de los residuos GIcN y
al C-2 de los de GIcA. La modificacién de la cadena origina regiones flexibles, altamente
sulfatadas, ricas en IdoA (regiones NS), separadas por regiones mas rigidas de baja
sulfatacion (regiones NA). En la confluencia de ambos tipos de dominios existen regiones
mixtas NA/NS.
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La expresion “poner en contacto con”, tal y como se usa en el presente documento, hace

referencia a cualquier proceso por el cual una muestra que comprende una lagrima de un
sujeto entra en contacto con un sustrato de la heparanasa. Esta expresion incluye cualquier
proceso in vitro de poner en contacto tal muestra con dicho sustrato segun la invencion. En
el contexto de la presente invencion, es suficiente con afnadir dicho sustrato a la muestra
que comprende una lagrima de un sujeto y cuya actividad heparanasa desea ser

determinada.

La etapa (ii) del método para determinar la actividad heparanasa de la invencién comprende
mantener la muestra de la etapa (i) en condiciones adecuadas para la degradacion de dicho

sustrato por la heparanasa. El término “condiciones adecuadas para la degradacion de dicho

sustrato por la heparanasa”, tal y como se usa en el presente documento, se refiere a las

condiciones requeridas para que se produzca la interaccién entre dicho sustrato y dicha
heparanasa y tenga lugar la hidrdlisis del sustrato por accion de la heparanasa. El experto
en la materia entendera que las condiciones adecuadas para que la heparanasa hidrolice
dicho sustrato incluyen una proporcion adecuada entre el sustrato y el enzima en términos

de concentracion, y condiciones adecuadas de sal, temperatura, pH y tiempo de reaccién.

Las condiciones de sal adecuadas para la degradacién de dicho sustrato por la heparanasa
segun la invencién incluyen, sin limitacion, cualquier tampon comunmente conocido tal como
tampodn fosfato, un tampdn bicarbonato, un tampén carbonato, tampén Tris, un tampoén
borato, un tampdn succinato, un tampaén histidina o un tampén citrato a concentraciones de
al menos 10 mM, al menos 20 mM, al menos 30 mM, al menos 40 mM, al menos 50 mM, al
menos 60 mM, al menos 70 mM, al menos 80 mM, al menos 90 mM, al menos 100 mM, al
menos 200 mM, al menos 300 mM, o mas. En una forma de realizacion preferida, la

degradacioén del sustrato por la heparanasa se lleva a cabo en tampon citrato 100 mM.

Los valores de pH adecuados para la degradacién de dicho sustrato por la heparanasa
segun la invencion incluyen, sin limitacion, valores de 4,5, 5, 5,1, 5,2, 5,3, 5,4, 5,5, 5,6, 5,7,
58,59,6,65,7,7,5, 8, 8, 5. En una forma de realizacién preferida, dicho pH es 5,3.

Las condiciones de temperatura adecuadas para la degradacion de dicho sustrato por la

heparanasa segun la invencion incluyen, sin limitacion, aproximadamente 20°C,
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aproximadamente 25°C, aproximadamente 30°C, aproximadamente 35°C, aproximadamente
37°C. En una forma de realizacion preferida dicha temperatura es 37°C.

Los tiempos de reaccidon adecuados para la degradacion de dicho sustrato por la
heparanasa segun la invencion incluyen, sin limitacion al menos 1 hora, al menos 2 horas, al
menos 3 horas, al menos 4 horas, al menos 5 horas, al menos 6 horas, al menos 7 horas, al
menos 8 horas, al menos 9 horas, al menos 10 horas, al menos 11 horas, al menos 12
horas, al menos 13 horas, al menos 14 horas, al menos 15 horas, al menos 16 horas, al
menos 17 horas, al menos 18 horas, al menos 19 horas, al menos 20 horas o0 mas. En una

forma de realizacion preferida dicho tiempo de reaccion es de 16 horas.

Las concentraciones adecuadas de sustrato para la degradacion de dicho sustrato por la
heparanasa segun la invencion incluyen, sin limitacién, aproximadamente 1 nM,
aproximadamente 5 nM, aproximadamente 10 nM, aproximadamente 20 nM,
aproximadamente 30 nM, aproximadamente 40 nM, aproximadamente 50 nM,
aproximadamente 100 nM, aproximadamente 500 nM, aproximadamente 1 uM,
aproximadamente 10 pM, aproximadamente 20 pM, aproximadamente 30 uM,
aproximadamente 40 uM, aproximadamente 50 uM, aproximadamente 100 uM,
aproximadamente 500 uyM, aproximadamente 1 mM, aproximadamente 5 mM,
aproximadamente 10 mM, aproximadamente 20 mM, aproximadamente 30 mM,
aproximadamente 40 mM, aproximadamente 50 mM, aproximadamente 100 mM o mas. En

una forma de realizacion preferida, dicha concentracion de sustrato es de 500 nM.

Una vez transcurrido el tiempo adecuado para que la heparanasa degrade el sustrato, por
ejemplo transcurridas 16 horas, es preferible detener la reaccion para evitar obtener
productos de reaccion inespecificos que puedan interferir en el resultado. La detencién de
dicha reaccion puede llevarse a cabo alterando las condiciones 6ptimas en las que se lleva
a cabo la mima, por ejemplo alterando la temperatura y/o afiadiendo a la mezcla de reaccién
cualquier agente adecuado que interfiera en la reaccion. Los agentes empleados para
detener una reaccién alteran las condiciones 6ptimas en las que se lleva a cabo dicha
reaccion pero, preferiblemente, sin modificar los productos obtenidos en la reaccion. Por
ejemplo, se pueden emplear agentes que modifiquen el pH O6ptimo de reaccion, que
modifiquen la concentracion optima de sales en la reaccion, agentes que precipiten la

enzima que lleva a cabo la reaccion, agentes que secuestren el sustrato de la reaccion, etc.
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En una realizaciéon preferida de la invencion, la reaccion se detiene mediante la adicion de
un volumen de reaccion de una solucion de NaCl 2M y de un volumen de reaccién de

cloroformo para precipitar restos proteicos presentes en la muestra.

En una realizacién particular, el método para determinar la actividad heparanasa de la
invencién comprende el empleo de un sustrato marcado con una etiqueta detectable
seleccionada de un grupo que consiste en una molécula marcada con un fluorocromo, una
molécula marcada enzimaticamente y una molécula marcada radiactivamente. El término

“etiqueta detectable”, tal y como aqui se utiliza, se refiere a una etiqueta molecular cuya

finalidad es la de permitir la visualizacion o detecciéon de las moléculas a las que esta
anclada mediante procedimientos y equipamiento adecuados para la deteccion del marcaje.
El marcaje del sustrato puede realizarse por métodos convencionales. Dicho marcaje puede
ser directo, para lo cual pueden utilizarse fluoréforos, por ejemplo, Cy3, Cy5, fluoresceina,
alexa, etc., enzimas, por ejemplo, fosfatasa alcalina, peroxidasa, etc., is6topos radiactivos,
por ejemplo, ¥*P, °H |, etc., o cualquier otro marcador conocido por el experto en la

materia.

En una realizaciéon todavia mas particular, dicho sustrato, particularmente, heparan sulfato
est4 marcado radiactivamente con tritio (*H). El marcaje de heparan sulfato con tritio pude
llevarse a cabo mediante cualquier procedimiento convencional conocido por el experto en
la materia. llustrativamente, dicho marcaje puede llevarse a cabo mediante el procedimiento

detallado en el apartado de ejemplos del presente documento.

Preferiblemente, tras el marcaje del sustrato de la reaccién (por ejemplo, heparan sulfato),
dicho sustrato es sometido a un procedimiento de exclusién molecular para purificar el
sustrato y seleccionar fracciones con un peso molecular medio adecuado. En una
realizacién todavia mas particular del método para determinar la actividad heparanasa de la
invencion, las moléculas de heparan sulfato empleadas como sustrato de la reaccion tienen
un peso molecular medio de al menos, 20kDa. En otra realizacion particular, las moléculas
de heparan sulfato empleadas como sustrato de la reaccion tienen un peso molecular medio
de al menos, 25kDa, al menos 30 kDa, al menos 35 kDa, al menos 40 kDa, al menos
45KDa, al menos, 50kDa, al menos 60 kDa, al menos 70 kDa, al menos 80kDa , al menos

90kDa o mas.
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La etapa (iii) del método para determinar la actividad heparanasa de la invencién comprende
detectar los productos de reaccién obtenidos en la etapa (ii) de dicho método. La deteccion
de los productos de reaccion (oligosacaridos) puede determinarse mediante cualquier
técnica apropiada para ello conocida en la técnica. Métodos conocidos por el experto en la
materia y que permiten detectar el producto de una reaccidén enzimatica incluyen pero no se
limitan a ensayos espectrofotométricos, ensayos acoplados a otra reaccion enzimatica en
donde el producto de reaccion obtenido se utiliza como sustrato para una segunda reaccion
enzimatica cuyo producto de reaccién es determinado, ensayos fluorimétricos, ensayos
calorimétricos, ensayos quimioluminiscentes, ensayos radiométricos o0 ensayos

cromatograficos.

En una realizacién particular, la deteccion de los productos de reaccién obtenidos en la
etapa (ii) del método para determinar la actividad heparanasa de la invencion se lleva a cabo
mediante una técnica de fraccionamiento molecular seleccionada de ultrafiltracion y
cromatografia de exclusidon molecular. llustrativamente, la deteccién puede llevarse a cabo
mediante los procedimientos mostrados en el apartado de ejemplos del presente

documento.

Como consecuencia de la actividad heparanasa, el sustrato, particularmente, heparan
sulfato, es hidrolizado en oligosacaridos que contienen grupos carbonilos reductores. Por lo
tanto, alternativamente, la deteccion de los productos de reaccion obtenidos en la etapa (ii)
del método para determinar la actividad heparanasa de la invencion se lleva a cabo
mediante la deteccion de extremos reductores en dichos productos de reacciéon. Dichos
grupos reductores pueden ser detectados mediante cualquier técnica apropiada para ello.
Técnicas del el estado de la técnica que permiten la deteccion de grupos reductores
incluyen pero no estan limitadas a ensayos que emplean el reactivo de Fehling, la reaccion

con reactivo de Tollens, la reaccion de Maillard y la reaccién de Benedict.

Sequndo método de la invencién

En un segundo aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro para monitorizar el
efecto de una terapia administrada a un paciente diagnosticado con una patologia de la

superficie ocular que comprende:
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(i) determinar la actividad heparanasa en una muestra que comprende una
lagrima de dicho paciente; y

(i) comparar la actividad heparanasa obtenida en la etapa (i) con un valor de
referencia;

en donde, un estancamiento y/o un descenso en la actividad heparanasa con

respecto al valor de referencia es indicativo del efecto positivo de dicha terapia.

El término "terapia" o "tratamiento”, como se usa aqui, se refiere a la recuperacion tentativa

de un problema de salud, por lo general después de un diagnéstico. Como tal, no es
necesariamente una cura, es decir, una reversion completa de una enfermedad. Dicha
terapia puede o0 no se sabe que tienen un efecto positivo sobre una patologia de la
superficie ocular o, en otras palabras, para ser util para tratar una patologia de superficie
ocular. Las terapias incluyen, sin limitacion el uso de colirios con farmacos apropiados para
el tratamiento de dichas patologias o el uso de colirios con immunodepresores, cirugia o una
combinacion de terapias. El término "cirugia", como se usa aqui, significa cualquier
procedimiento terapéutico que implica una accién metddica de la mano o de la mano con un
instrumento, en el cuerpo de un humano u otro mamifero, para producir un curativo o de

recuperacion.

El término "paciente", como se usa aqui, se refiere a un sujeto como se ha definido
anteriormente, que sufre y se sabe que sufre de una patologia de la superficie ocular, es
decir el sujeto ha sido previamente diagnosticado de dicha patologia de superficie ocular. El
diagnéstico puede realizarse mediante cualquier método convencional conocido en el estado
de la técnica adecuado para la deteccion de una patologia de superficie ocular.
Preferiblemente, el diagndstico se lleva a cabo de acuerdo con el primer método de la

invencion.

El término “patologia de superficie ocular’ ha sido definido en el contexto del primer método
de la invencion y se utiliza aqui con el mismo significado. En una realizacién particular, dicha
patologia de la superficie ocular es queratocono y aun mas particularmente, dicha patologia
es queratocono de grado 3. El término “queratocono” ha sido definido en el primer método

de la invencion.
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La etapa (i) del segundo método de la invencion comprende determinar la actividad
heparanasa en una muestra que comprende una lagrima del sujeto bajo estudio. Los
términos “muestra que comprende una lagrima” y “actividad heparanasa” asi como las
realizaciones particulares de los mismos han sido definidos anteriormente y se utilizan aqui

con el mismo significado.

La etapa (ii) del segundo método de la invencién comprende comparar dicha actividad
heparanasa obtenida en la etapa (i) con un valor de referencia. De acuerdo a este segundo
método de la invencion, tal y como se ha definido previamente en el contexto del primer
método de la invencion, el valor de referencia se refiere al valor de la actividad heparanasa
determinado al comienzo de la terapia y/o determinado previamente durante dicho

tratamiento. El término “comienzo de la terapia®, tal y como se usa en el presente

documento, significa un punto de tiempo justo antes de la terapia se aplica, de preferencia
inmediatamente antes de, por ejemplo, antes y en el mismo o el dia anterior. El término
"previamente", como se en el presente documento, se refiere a cualquier punto de tiempo
anterior. Preferiblemente sin embargo, significa al menos 1 dia, por lo menos 2 dias, por lo
menos 4 dias, por lo menos 5 dias, por lo menos 6 dias, por lo menos 7 dias, por lo menos
10 dias, semanas por lo menos 2, por lo menos 3 semanas, a por lo menos 4 semanas, por
lo menos 6 semanas, por lo menos 2 meses o por lo menos 3 meses antes. Se hace
hincapié en que la actividad heparanasa determinada en la etapa (i) puede ser comparada
con mas de un valor de actividad heparanasa de la etapa (ii), en donde dichos mas de un
valor de la etapa (ii) se determinan preferiblemente en diferentes puntos temporales, por

ejemplo, cualquiera de los puntos de tiempo que se citan anteriormente.

En una realizacion particular, la determinacion de la actividad heparanasa en el segundo
método de la invencion se lleva a cabo mediante el “método para determinar la actividad
heparanasa de la invencion” y que ha sido detallado anteriormente en el contexto del primer
método de la invencidn. Las realizaciones particulares de dicho método han sido detalladas

en el contexto del primer método de la invencion y se aplican aqui de igual manera.

Una vez efectuada la comparacion entre la actividad heparanasa en la muestra del paciente
y el valor de referencia para dicha actividad, el segundo método de la invencion permite

determinar el efecto de la terapia que esta siendo administrada al paciente bajo estudio. En
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concreto, un estancamiento y/o un descenso en la actividad heparanasa con respecto al

valor de referencia en dicho paciente es indicativo del efecto positivo de dicha terapia.

El término "disminucion" se refiere preferentemente a un nivel de al menos 3%, por lo menos
5%, por lo menos 8%, por lo menos 10%, por lo menos 15%, o por lo menos 20% menor
que un nivel determinado antes, por ejemplo previamente como se ha definido
anteriormente. De manera similar, la disminucién puede referirse a un nivel de al menos 5%,
por lo menos 10%, por lo menos 15%, por lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo menos
30%, por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, al menos 50%, al menos
55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos
85%, al menos 90%, al menos 95%, o al menos% 100 (es decir, ausente) inferior a un nivel
determinado antes, por ejemplo previamente como se definid anteriormente. En una
realizacion preferida, este "nivel determinado antes de" es el valor determinado en el inicio

de la terapia.

El término "estancamiento", tal y como se usa en el presente documento, significa
preferiblemente un nivel dentro de un 3%, un 5%, un 8%, un 10%, un 15%, o un intervalo de
20% de un nivel determinado antes, por ejemplo previamente como se definié
anteriormente. En una realizacion preferida, este "nivel determinado antes de" es el valor

determinado en el inicio de la terapia.

El término "efecto positivo de una terapia" significa que dicho tratamiento ralentiza la

progresion de la enfermedad o previene la progresion de la enfermedad, y/o cura del

paciente.

Tercer método de la invencion

En un tercer aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro para seleccionar un

sujeto para someterse a cirugia refractiva corneal, de aqui en adelante, “tercer método de la

invencidon” que comprende:

(i) determinar la actividad heparanasa en una muestra que comprende una

lagrima de dicho sujeto; y
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(i) comparar la actividad heparanasa obtenida en la etapa (i) con un valor de
referencia;

en donde, un aumento en la actividad heparanasa con respecto al valor de referencia

es indicativo de que dicho sujeto no es candidato a someterse a cirugia refractiva

corneal.

El término “seleccionar” tal y como se usa en el presente documento, se refiere a la accion

de escoger a un sujeto para someterlo a un cirugia refractiva corneal.

El término “cirugia refractiva corneal”, tal y como se usa en el presente documento, se

refiere a un conjunto de procedimientos quirurgicos destinados corregir los errores
refractivos oculares que reducen la calidad de imagen sobre la retina y, por tanto, esta
enfocada a reducir y, eventualmente, eliminar la dependencia absoluta del uso de medios de
correccion (anteojos o lentes de contacto).

Los términos “sujeto”, “muestra que comprende una lagrima”, “actividad heparanasa” se han
descrito en detalle en el contexto del primer método de la invencion y se utilizan con el

mismo significado en el tercer método de la invencion.

En una realizacion particular, la determinacion de la actividad heparanasa en el tercer
método de la invencion se lleva a cabo mediante el “método para determinar la actividad
heparanasa de la invencién” y que ha sido detallado en el contexto del primer método de la
invencion. Las realizaciones particulares de dicho método han sido detalladas en el contexto

del primer método de la invencion y se aplican aqui de igual manera.

Una vez efectuada la comparacion entre el valor de la actividad heparanasa en la muestra
del sujeto y el valor de referencia para dicha actividad, el tercer método de la invencién
permite seleccionar al sujeto bajo estudio. En concreto, un aumento en la actividad
heparanasa con respecto al valor de referencia es indicativo de que dicho sujeto no es

candidato a someterse a cirugia refractiva corneal.

En una realizacioén particular del tercer método de la invencion, dicho sujeto se caracteriza

porque presenta un defecto ocular seleccionado de miopia y astigmatismo. El término
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“‘miopia”, tal y como se utiliza en el presente documento, se refiere a un defecto de
refraccion en el ojo en el cual los rayos de luz paralelos procedentes del infinito convergen
en un punto focal situado delante de la retina, en lugar de en la misma retina, como seria
normal. El término “astigmatismo”, tal y como se usa en el presente documento, se refiere a
un defecto ocular que se caracteriza porque existe una refraccion diferente entre dos
meridianos oculares, lo que impide el enfoque claro de los objetos y, generalmente, se debe

a una alteracion en la curvatura anterior de la cérnea.

Usos de la invencion

En un cuarto aspecto, la invencion se relaciona con el uso de la actividad heparanasa como
marcador diagnéstico de una patologia de superficie ocular, como marcador para determinar
el grado de una patologia de superficie ocular, como marcador para monitorizar el efecto de
una terapia administrada a un paciente diagnosticado con una patologia de la superficie
ocular o como marcador para seleccionar a un paciente para someterse a cirugia refractiva
corneal.

En una realizacion particular, dicha patologia de superficie ocular es queratocono.

sk
La invencion se describe por medio de los siguientes ejemplos que se han de interpretarse

como meramente ilustrativas y no limitativas del alcance de la invencion

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Método de detecciéon de la actividad heparanasa

La deteccion de la heparanasa humana se basé en medir la fragmentacion de cadenas de
HS de alto peso molecular en oligosacaridos de pequefo tamafio por la accion catalitica del
enzima. Para facilitar la cuantificacién del HS, se marcé radiactivamente empleando [°H]-
anhidrido acético. La separacion de las cadenas de HS de alto peso molecular de los
fragmentos se llevd a cabo mediante cromatografia de exclusion molecular o mediante

ultrafiltracion.

1.1. Controles de reaccion
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En primer lugar, se procedié a la eleccién de los controles negativo y positivo necesarios
para normalizar los resultados obtenidos en las diferentes reacciones con las lagrimas.
a. NEGATIVO: EIl control negativo de la reaccion carecia de extracto celular,
utilizandose H,O milliQ en su lugar.
b. POSITIVO: Como control positivo se utilizé extracto celular de células EBNA
sobreexpresando heparanasa. Para la obtencion de dicho clon, el gen de la

heparanasa fue clonado y el enzima sobreexpresado en células EBNA-293.

1.2. Clonacion de la heparanasa

a. Amplificacion heparanasa
La secuencia completa de la heparanasa se amplificé a partir de ESTs procedentes de
carcinoma ductal de pancreas humano (GenBank accesion no. BQ691142 (IMAGE
Consortium)). Para ello se llevaron a cabo dos amplificaciones de PCR anidadas

consecutivas, en la primera de ellas se utilizaron los oligonucledétidos:

= 5-GGTGAGCCCAAGATGCTGCTG-3’ (directo) (SEQ ID NO:1)
= 5-TCAGATGCAAGCAGCAACTTTG-3 (reverso) (SEQ ID NO:2)

Y para la segunda reaccién de PCR anidada se utilizaron los siguientes oligonucledétidos:

» 5-ATGCTGCTGCGCTCGAAGCCT-3’ (directo anidado) (SEQ ID NO:3)
» 5-GATGCAAGCAGCAACTTTGGC-3 (reverso anidado) (SEQ ID NO:4)

Los productos de las amplificaciones, correspondientes a una banda de 1.7 kpb, fueron
identificados por electroforesis en gel de agarosa al 0.7% y extraidos utilizando el kit
Geneclean Il (QBiogene, MP Biomedicals), y clonados en pUC19 (Fermentas Life Science)
previamente digerido con Smal. Las construcciones resultantes fueron utilizadas para
transformar células competentes de Escherichia coli DH10B. Los clones se secuenciaron

utilizando los servicios de secuenciacion de la Universidad de Oviedo.
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Utilizando como molde esta construccion en pUC19 se amplificd la banda codificante de la
proteina con oligonucledétidos que incluian secuencias de corte para Kpnl y Notl (mostradas

subrayadas):

» 5-GTTGGTACCATGCTGCTGCGCTCGAAGCCT-3' (directo) (SEQ ID
NO:5)

» 5-TGTGCGGCCGCGATGCAAGCAGCAACTTTGGC-3 (reverso) (SEQ ID
NO:6)

La banda obtenida, analizada por electroforesis en gel de agarosa y extraida, fue digerida
con Kpnl y Notl, al igual que el vector de expresion modificado pCEP4 (Invitrogen) en el que
se realizé la clonacién. El vector modificado no incluia una cola de seis histidinas en el
extremo C-terminal para facilitar la posterior identificacion y purificaciéon de la proteina
recombinante, y la digestion con Kpnl/Notl eliminaba el péptido sefial presente en el mismo,

sustituyéndolo por el propio de la heparanasa.

b. Expresion en EBNA-293
La construccidon resultante fue transfectada en células EBNA-293 utilizando el reactivo
lipofectAMINA (Life Technologies, Inc.). Las células fueron cultivadas en medio DMEM
conteniendo 10% de suero fetal bovino, y 100 unidades/mL de penicilina y 250 ng/mL de
anfotericina B a 37°C y 5% de CO,. Los clones capaces de expresar establemente las
proteinas fueron seleccionados en presencia del antibidtico puromicina a una concentracion
de 2 upg/mL (Sigma-Aldrich), y su secuencia comprobada utilizando los servicios de
secuenciacion de la Universidad de Oviedo. Entre estos clones positivos se seleccionaron
los que presentaban mayor actividad enzimatica heparanasa en ensayos de actividad in

vitro.

1.3. Clonacion de la heparanasa

a. Obtencion de los extractos celulares
Para la obtencion de los extractos se retira el medio de cultivo, tras lo cual las células fueron
lavadas dos veces con PBS. Seguidamente, las células se extrajeron de la placa

empleando un raspador celular (BD Falcon) y se someten a cuatro ciclos de
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congelacion/descongelacion a -80 °C para su ruptura. Tras esto, se sometieron las
muestras a 5 pulsos de 10 segundos en un sonicador Soniprep 150 con 60 segundos de
descanso entre cada uno de ellos. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 1000 xg,

y el sobrenadante constituy6 el extracto libre de células.

b. Obtencion del sustrato de la reaccion
El seguimiento de la hidrdlisis del HS por la accién catalitica de la heparanasa requiri6 llevar
a cabo un marcaje previo de la molécula sustrato. Para ello, se preparé [°H]-HS siguiendo un
método descrito por Huang (Huang KS et al. 2004 Anal Biochem 333: 389-398).

c. Marcaje radioactivo del HS
La obtencion de [°H]-HS se basé en la deacetilacion de la molécula, seguido de reacetilacion
utilizando anhidrido acético-[*H]. Se disolvieron 10 mg de HS (Sigma-Aldrich) en 0,38 mL de
hidrato de hidrazina conteniendo 7,6 mg de sulfato de hidracina, y la mezcla se calentd
durante 2 horas a 100°C en viales de vidrio cerrados. La muestra se enfrid y se secé con
argoén. Se anadieron 0,4 mL de tolueno y la muestra se seco por evaporacion rotatoria. Este
procedimiento se repitié6 dos veces. El residuo se disolvio en 0,9 mL de NaCl 1 M y se
desalé en una columna de desalado de 5 mL conectada a FPLC (GE Healthcare). El
material desalado se adicioné a una columna de Dowex 50 (X-8, forma Na*") (1 x 3 cm) y se
lavé con 5 mL de agua. Las fracciones correspondientes al material no pegado y al lavado
de la columna se juntaron y liofilizaron. EI HS N-deacetilado resultante se disolvié en 0,5 mL
de NaHCO3; 0,5 M conteniendo metanol al 10% (v/v) previamente enfriado a 0°C en bafio de
hielo y 30 pl de anhidrido acético-[°H] en tolueno (GE Healthcare). La mezcla se agité
vigorosamente durante 3 h a 0°C. Posteriormente, se afiadieron otros 0,5 mL de NaHCO;,
20 pl de metanol y 25 ul de anhidrido acético y se agitd otros 30 min a 0°C, después de lo
cual se repitio este ultimo paso. Tras dejar calentar la muestra hasta temperatura ambiente,
se elimind el tolueno mediante flujo de argén y la solucidon se desalé de nuevo en una
columna de desalado de 5 mL conectada a FPLC en acetato aménico 20 mM pH 6,8. El [°H]-
HS se recogid, se valoro la radiactividad por centelleo liquido y la concentracion de HS se

determin6é mediante ensayos de union del colorante catiénico azul de 1,9-dimetileno.

d. Purificaciéon de moléculas de HS de alto peso molecular
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El [*H]-HS obtenido fue sometido a cromatografia de exclusién molecular en una columna de
Superose 12 conectada a FPLC (GE Healthcare), previamente equilibrada en tampdn
fosfato 25 mM pH 6 conteniendo 150 mM NaCl. La cromatografia se realiz6 a un flujo de 0.5
mL/min y se recogieron fracciones de 0.5 mL en las que se determiné la radiactividad
presente (Figura 2). Las fracciones 23 a 29, correspondientes a moléculas con pesos
moleculares superiores a 20 kDa, fueron aisladas y sometidas a precipitacion durante 2
horas a -20°C mediante la adicion de etanol hasta alcanzar una concentracion final del 85 %.
Los precipitados se sedimentaron por centrifugacion, se secaron y se resuspendieron en

agua; quedando asi concentrados para ser utilizadas como sustrato de la heparanasa.

1.4. Analisis de los productos de la reaccion

La capacidad hidrolitica de la heparanasa expresada en células eucariotas se ensayd por

dos procedimientos alternativos: cromatografia de exclusion molecular y ultrafiltracion.

En el caso del control positivo, la reaccién se llevo a cabo con 60 uL de extracto celular en
tampén citrato 100 mM pH 5,3 conteniendo 1 mM CaCl, y 1 L de [°*H]-HS (20 nCi) en un

volumen final de 200 uL.

En el caso del control negativo, el volumen correspondiente al extracto celular se sustituyé
por H,O destilada.

Las reacciones se incubaron a 37 °C por periodos un periodo de tiempo de 16 horas. Para
detener la reaccion a su debido tiempo se anadié 220 yL de NaCl para evitar uniones
inespecificas del HS y 200 pL de cloroformo para eliminar restos proteicos. Tras agitacion

intensa la muestra fue centrifugada a 10000 xg y se tomaron 200 uL de la fase acuosa.

a. Deteccion de la fragmentacion de la molécula
a.i). FPLC
Para los ensayos cromatograficos, las reacciones fueron inyectadas en una columna de
Superose 12 conectada a FPLC (GE Healthcare), previamente equilibrada en tampdn
fosfato 25 mM pH 6 conteniendo 150 mM NaCl. La cromatografia se realiz6 a un flujo de 0.5

mL/min y se recogieron fracciones de 0.5 mL, en la que una de las alicuotas se utilizé para
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la determinaciéon de la radiactividad presente. 200 uL de cada una de las fracciones
obtenidas en cada muestra a tiempos fue analizada.

a.ii). Ultrafiltracion
Para los ensayos de ultrafiltracion, las reacciones se filtraron a través de filtros con un
tamano de exclusion de 5 kDa (Vivaspin 500, Sartorius), dado que la heparanasa hidrolizaria
las cadenas de [°H]-HS en fragmentos de tamafio potencialmente adecuado para atravesar
el poro del filtro. Por ello se estimé la radiactividad en alicuotas del filtrado por centelleo

liqguido como medida de la actividad heparanasa (Figura 4).

b. Deteccion de generacidon de nuevos extremos reductores
La fragmentacion del polisacarido del heparan sulfato mediante reaccion de hidrdlisis
enzimatica catalizada por la heparanasa genera, en cada uno de los nuevos fragmentos,

nuevos grupos reductores.

Un procedimiento alternativo para la deteccién del enzima seria la cuantificacion de los
nuevos extremos reductores. Esto se puede conseguir acoplando reacciones de oxidacion-
reduccion sobre los nuevos grupos aldehido que generen cambios de color o reacciones

electroquimicas, que eviten el uso de material radiactivo.

2. Modo de realizacion de la invencion

2.1. Reaccion con lagrimas

En todos los casos, la reaccién se llevo a cabo con 10 pL de lagrima en tampdn citrato 100
mM pH 5,3 conteniendo 1 mM CaCl, y 1 L de [*H]-HS (20 nCi) en un volumen final de 200
ML.

Las reacciones se incubaron a 37 °C durante 16 horas. Para detener la reaccion a su
debido tiempo se anadié 220 yL de NaCl para evitar uniones inespecificas del HS y 200 yL
de cloroformo para eliminar restos proteicos. Tras agitacion intensa la muestra fue

centrifugada a 10000 xg y se tomaron 200 uL de la fase acuosa.

2.2. Filtracion
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100 uL de la fase acuosa fue sometida a filtracion en filtros con un tamano de exclusion de 5
kDa (Vivaspin 500, Sartorius). La radiactividad se estimé en alicuotas del filtrado por

centelleo liquido.

2.3. Resultados

La actividad heparanasa en queratocono muestra valores progresivamente ascendentes en
funcion del grado del mismo (Figura 5). No obstante, la dispersion de los resultados
obtenidos en lagrima de pacientes sanos concluy6 que el analisis de los datos por ANOVA
solo fuese significativo para los casos de grado 3 segun la clasificacion Rabinowitz (valor de
p =0.0019)

En resumen, esta invencion permite una serie de ventajas que la diferencian claramente de
lo conocido por el estado de la técnica, ya que permite un diagndstico precoz y mediante
marcador biolégico del desarrollo de un queratocono u otras patologias de superficie ocular.
Los siguientes casos describen la utilizacion de esta invencién en el campo de la medicina,

aunque no se pretende ser limitativos respecto al ambito de esta invencion.

Caso 1: Paciente corto de vista (miope) que escoge la cirugia refractiva corneal para
disminuir la necesidad de gafas o lentillas. Con los métodos diagndsticos actuales no se
detecta el queratocono, y desarrolla una ectasia corneal que acaba en trasplante de cornea
bilateral. Uno de ellos con mal resultado quirurgico y pérdida del ojo. El uso de esta
invencién, detectando niveles altos de heparanasa en lagrima podria haber realizado el
diagnéstico precoz del queratocono y evitado la cirugia corneal y las complicaciones

posteriores.

Caso 2: Paciente que ve mal incluso con sus gafas y no tolera las lentillas. No se detecta
enfermedad ocular alguna con los medios diagndsticos actuales y, cuando se le diagnostica
el queratocono, ya no puede realizar su actividad laboral habitual y sus actividades de
tiempo libre. En ese momento, los métodos épticos ya le diagnostican queratocono que
podia haber sido identificado de forma precoz diez afios antes con el empleo de esta

invencion.
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Caso 3: Nifio con sindrome de Down en al que la prevalencia del queratocono es
mucho mas frecuente que en la poblacién en general que, debido a esta enfermedad
su vision se degrada progresivamente. En la actualidad no hay tratamiento meédico
para evitar la progresion del queratocono, y tienen que ser sometidos a sucesivas

intervenciones quirurgicas que para ellos representan un riesgo vital.
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REIVINDICACIONES

. Método in vitro para diagnosticar o para determinar el grado de una patologia de la

superficie ocular en un sujeto que comprende:

(i) determinar la actividad heparanasa en una muestra que comprende una
lagrima de dicho sujeto; y

(i) comparar la actividad heparanasa obtenida en la etapa (i) con un valor de
referencia;

en donde, un aumento en dicha actividad heparanasa con respecto al valor de
referencia es indicativo de que dicho sujeto sufre una patologia de la superficie ocular
o de un avance en el grado de una patologia de la superficie ocular.

. Método in vitro para monitorizar el efecto de una terapia administrada a un paciente

diagnosticado con una patologia de la superficie ocular que comprende:

(i) determinar la actividad heparanasa en una muestra que comprende una
lagrima de dicho paciente; y

(i) comparar la actividad heparanasa obtenida en la etapa (i) con un valor de
referencia;

en donde, un estancamiento y/o un descenso en dicha actividad heparanasa con
respecto al valor de referencia es indicativo del efecto positivo de dicha terapia.

. Método segun las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicha patologia de la superficie

ocular es queratocono.

. Método segun la reivindicacién 3, en donde dicho queratocono es de grado 3

. Método in vitro para seleccionar un sujeto para someterse a cirugia refractiva corneal

que comprende:

(i) determinar la actividad heparanasa en una muestra que comprende una
lagrima de dicho sujeto; y

(i) comparar la actividad heparanasa obtenida en la etapa (i) con un valor de
referencia;

en donde, un aumento en dicha actividad heparanasa con respecto al valor de
referencia es indicativo de que dicho sujeto no es candidato a someterse a cirugia
refractiva corneal.

. Método segun la reivindicacion 5, en donde dicho sujeto se caracteriza porque

presenta un defecto ocular seleccionado del grupo que consiste en miopia y
astigmatismo.
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Método segun las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha actividad heparanasa
determinada en la etapa (i) se determina mediante un método que comprende:

(i) poner en contacto dicha muestra con un sustrato de la heparanasa;

(i) mantener la muestra de la etapa (i) en condiciones adecuadas para la
degradacién de dicho sustrato por la heparanasa; y

(iii)  detectar los productos de reaccién obtenidos en la etapa (ii).

. Método segun la reivindicacion 7, en donde dicho sustrato estd marcado con una

etiqueta detectable seleccionada de un grupo que consiste en una molécula marcada
con un fluorocromo, una molécula marcada enzimaticamente y una molécula
marcada radiactivamente.

Método segun la reivindicacion 8, en donde dicho sustrato estd marcado
radiactivamente con ftritio.

Método segun las reivindicaciones 6 a 9, en donde dicho sustrato es heparan sulfato.

Método segun la reivindicacion 10, en donde dicho heparan sulfato tiene un peso
molecular medio de al menos 20 kDa.

Método segun la reivindicaciones 7 a 11, en donde la deteccion de los productos de
reaccion obtenidos en la etapa (i) se lleva a cabo mediante una técnica de
fraccionamiento molecular seleccionada de ultrafiltracion y cromatografia de
exclusion molecular.

Método segun la reivindicaciones 7 a 11, en donde la deteccidn de los productos de
reaccion obtenidos en la etapa (ii) se lleva a cabo mediante un ensayo de deteccién
de extremos reductores en dichos productos de reaccion.

Uso de la actividad heparanasa como marcador diagnostico de una patologia de
superficie ocular, como marcador para determinar el grado de una patologia de
superficie ocular, como marcador para monitorizar el efecto de una terapia
administrada a un paciente diagnosticado con una patologia de la superficie ocular o
como marcador para seleccionar a un paciente para someterse a cirugia refractiva
corneal.

Uso segun la reivindicacion 14, en donde dicha patologia de superficie ocular es
queratocono.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201431366

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 0150133 Al 12.07.2001
D02 US 20070248970 Al 25.10.2007
D03 WO 2011066621 Al 09.06.2011
D04 WO 0077241 A2 21.12.2000

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente solicitud divulga un método in vitro para diagnosticar o determinar el grado de una patologia de superficie
ocular, para monitorizar el efecto de una terapia administrada a un paciente diagnosticado con una patologia de superficie
ocular y/o para seleccionar a un sujeto para someterse a cirugia refractiva corneal, basado en la determinacion de la
actividad heparanasa en una muestra de dicho sujeto (reivindicaciones 1-13). Se refiere también al uso de la actividad
heparanasa como marcador para cada uno de los métodos reivindicados (reivindicaciones 14-15).

El documento DO1 divulga un método in vitro para diagnosticar la presencia y grado de una enfermedad de la cérnea en
humanos, mediante la determinacién de un patrén de expresion génica en una muestra de tejido epitelial de la cornea. Los
genes marcadores se seleccionan segun su expresion en un tejido procedente de una cornea sana, estableciendo un patron
de mayor o menor expresion segun marcador y patologia (ver pagina 2, linea 28-péagina 7, linea 11).

El documento D02 divulga un método in vitro y kit de diagnéstico para deteccién de queratocono en una muestra de epitelio
corneal de un sujeto mediante la determinaciéon de la presencia de un producto de expresiéon del gen AQP5. Se refiere
también al gen KC6 que muestra una expresion especifica para la cérnea, asi como moléculas relacionadas con este gen
(ver pagina 1, resumen).

El documento D03 divulga un método in vitro de diagnéstico de ectasia corneal posterior a cirugia refractiva, queratocono o
degeneracion marginal pelicida, en un sujeto mediante la determinacion del nivel de expresion de moléculas asociadas con
la via de sefializacion Wnt, preferentemente el producto de expresion de los genes SFRP1, PITX2, LEF1, WNT16 y WNT5A
(ver pagina 1, resumen).

El documento D04 divulga un método para determinar la actividad de heparanasa en una muestra (ver pagina 1, resumen).

1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1y Art. 8.1 LP 11/1986)

El objeto técnico de la presente solicitud de invencién es un método in vitro para diagnosticar o determinar el grado de una
patologia de superficie ocular, para monitorizar el efecto de una terapia administrada a un paciente diagnosticado con una
patologia de superficie ocular y/o para seleccionar a un sujeto para someterse a cirugia refractiva corneal, basado en la
determinacion de la actividad heparanasa en una muestra de dicho sujeto; asi como el uso de la actividad heparanasa como
marcador para cada uno de los métodos reivindicados.

1.1. REIVINDICACIONES 1-15

No se ha encontrado ningun documento en el estado de la técnica que divulgue el uso de heparanasa en un método in vitro
para diagnosticar o determinar el grado de una patologia de superficie ocular.

En consecuencia, las reivindicaciones 1-15 cumplen con los requisitos de novedad y actividad inventiva (Art. 6.1 y Art. 8.1
LP11/1986).

Aunque los documentos D01 - D03 anticipan el uso de biomarcadores en un método in vitro para diagnosticar la presencia y
grado de una enfermedad de la cornea en humanos, ninguno de ellos guarda relacion con el marcador reivindicado por lo
gue se considera que estos documentos se refieren al estado de la técnica y no son relevantes en relacion a la novedad y
actividad inventiva del objeto de la invencion.

Por otra parte, aunque el documento D04 anticipa un método para determinar la actividad de heparanasa en una muestra,
se considera que el método reivindicado en la presente solicitud de invencion se refiere a una muestra especifica para llevar
a cabo los métodos en ella reivindicados. De este modo, D04 se refiere al estado de la técnica y no es relevante en relacion
a la novedad y actividad inventiva del objeto de la invencion.
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