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DESCRIPCION
Mutantes de biglicano y agentes terapéuticos relacionados y métodos de uso
Referencia cruzada a solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de Estados Unidos n.° 61/345.557, presentada el 17 de
mayo de 2010. Las ensefianzas completas de la solicitud referenciada se incorporan expresamente en el presente
documento por referencia.

Listado de secuencias

La presente solicitud contiene una lista de secuencias que se ha presentado en formato ASCIl mediante EFS-Web y
se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad. Dicha copia en ASCII, creada el 17 de mayo
de 2011, se denomina BURF012WOL.txt. y tiene un tamafio 14.904 bytes.

Antecedentes de la invencion

El complejo proteico asociado a distrofina (DAPC) une el citoesqueleto a la matriz extracelular y es necesario para
mantener la integridad de la célula muscular/membrana plasmatica. El DAPC central consiste en la distrofina de la
molécula de armazoén citoesquelético y los subcomplejos transmembrana de distroglicano y sarcoglicano. El DAPC
también sirve para localizar moléculas de sefializacion clave en la superficie de la célula, al menos, en parte, a
través de sus sintrofinas asociadas (Brenman, y col., (1996) Cell. 84: 757-767; Bredt, et al. (1998), Proc Natl Acad
Sci USA. 95: 14592). Las mutaciones en la distrofina o en cualquiera de los sarcoglicanos dan como resultado
distrofias musculares caracterizadas por la ruptura de la membrana de la célula muscular, la pérdida de miofibras y
la fibrosis (Hoffman, et al., 1987. Cell. 51: 919; Straub y Campbell (1997) Curr Opin Neurol. 10: 168). Ademas, las
mutaciones en la proteina de la matriz extracelular laminina-a2, que se asocia con el DAPC en la superficie celular,
es la base de una distrofia muscular congénita grave (Helbling-Leclerc, et al. (1995) Nat Genet. 11: 216).

El subcomplejo a-/B-distroglicano forma un enlace estructural critico en el DAPC. El B-distroglicano transmembrana y
el a-distroglicano totalmente extracelular surgen por escision proteolitica de un precursor comin (lbraghimov, y col.,
(1992) Nature 355: 696; Bowe, et al. (1994) Neuron 12: 1173). La cola citoplasmica de B-distroglicano se une a la
distrofina, mientras que el a-distroglicano altamente glucosilado similar a la mucina se une a varios elementos de la
ECM que incluyen agrina, laminina y perlecano (Ervasti y Campbell, (1993) J Cell Biol. 122: 809; Bowe, et al. (1994)
Neuron. 12: 1173; Gee, et al. (1994) Cell 77: 675; Hemler, (1999) Cell 97: 543). Esta union a las proteinas de la
matriz parece ser esencial para el ensamblaje de la lamina basal, ya que los ratones deficientes en distroglicano no
forman estas estructuras y mueren muy temprano en el desarrollo (Henry, M. D. y K. P. Campbell. 1998. Cell. 95:
859). El B-Distroglicano puede unirse a la molécula adaptadora de sefializacién Grb2 y se asocia indirectamente con
pl25FAK (Yang, et al. (1995) J. Biol. Chem. 270: 11711; Cavaldesi, et al. (1999), J. Neurochem. 72: 01648). Aunque
la importancia de estas asociaciones sigue siendo desconocida, estas propiedades de unién sugieren que el
distroglicano también puede servir para localizar las moléculas de sefalizacion en la superficie celular.

Varias lineas de evidencia sugieren que el distroglicano también puede funcionar en la formacion de la unidn
neuromuscular, en particular, en la diferenciacion postsinaptica. Por razones de claridad, se resumen en el presente
documento los componentes de la unién neuromuscular. Las principales caracteristicas estructurales de la union
neuromuscular (NMJ) o sinapsis nerviosa-muscular son las especializaciones pre y postsinapticas de la neurona
motora y el mudsculo, respectivamente, la lamina basal sinaptica interpuesta y la capsula de células de Schwann
especializada. (Salpeter, et al (1987) The Vertebrate Neuromuscular Junction. Nueva York, Alan R. Liss.). El aparato
presinaptico estd marcado por matrices ordenadas de vesiculas sinapticas, un subconjunto de ellas esta destinado a
fusionarse con la membrana plasmatica en las zonas activas y libera acetilcolina que es reconocida por los
receptores de acetilcolina (AChR) en el masculo y, en dltima instancia, da como resultado la activacién y contraccién
eléctrica del misculo (Heuser, y col. (1981) J. Cell Biol. 88: 564). Inmediatamente al otro lado de la hendidura
sinaptica de 50 nm de estas zonas, se encuentran las crestas de los pliegues posjuncionales. Estas crestas estan
llenas de AChR, que pueden alcanzar densidades de> 10.000 mole’culas/um2 (Fertuck, et al (1976) J. Cell. Biol. 69:
144). La secrecion de acetilcolina localizada y estrictamente regulada en la estrecha hendidura sinaptica, junto con la
alta densidad de AChR en la membrana postsinaptica, asegura una transmision sinaptica rapida y fiable entre la
neurona y el musculo. Las perturbaciones de estas especializaciones, como la disminucién en el nimero de AChR
funcionales que se observan en la miastenia grave, pueden conducir a resultados clinicos debilitantes y con
frecuencia fatales (Oosterhuis, et al (1992) Neurology & Neurosurgery 5: 638).

La lamina basal sinaptica (SBL) se interpone entre las membranas pre y postsinapticas y contiene moléculas
importantes para la estructura, funcién y regulacion de la unién neuromuscular (Bowe, M.A & Fallon, J.R., (1995)
Ann. Rev. Neurosci. 18: 443; Sanes, et al. (1999) Ann. Rev. Neurosci. 22: 389). Consiste en un conjunto distinto de
moléculas de matriz extracelular que incluyen lamininas especializadas, proteoglicanos y colagenos (Hall, et al
(21993) Neuron 10: (Suppl.) 99). La SBL también contiene moléculas esenciales para la regulacién de la estructura y
la funcion sinaptica, incluidas AChE, neuregulinas y agrina. La SBL por lo tanto sirve tanto como una estructura
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especializada para mantener la diferenciacion localizada de la sinapsis asi como un repositorio de moléculas
reguladoras esenciales.

La composicion molecular de la membrana postsinaptica se conoce con considerable detalle. Como se ha sefialado
anteriormente, la proteina de membrana mas abundante es el AChR. La proteina citosélica rapsina asociada al
AChR (anteriormente conocida como la proteina de 43 kD) esta presente en niveles estequiométricos con el receptor
y es probable que forme un enlace clave entre el dominio citosélico del AChR y el citoesqueleto (Froehner, et al
(1995) Nature 377: 195; Gautam, et al. (1995) Nature 377: 232). La membrana postsinaptica también esta
enriquecida en erbB2-4, algunas o todas ellas sirven como receptores de neuregulina (Altiok, et al. (1995) EMBO J.
14: 4258; Zhu, et al. (1995) EMBO J. 14: 5842). AChR y otras moléculas esenciales para la comunicacion nervio-
musculo. Los elementos del citoesqueleto se pueden agrupar ampliamente en dos subconjuntos. La distrofina y la
utrofina son miembros del DAPC y estan unidas a la lamina basal sinaptica a través del heteromero transmembrana
a-/B-distroglicano. El citoesqueleto postsinaptico también esta enriquecido en varias moléculas asociadas a la
adhesion focal que incluyen a-actinina, vinculina, talina, paxilina y filamina (Sanes, et al (1999) Ann. Rev. Neurosci.
22: 389). Las Ultimas proteinas probablemente se comunican, directa o indirectamente, con la matriz extracelular a
través de integrinas, algunas de las cuales se enriquecen en las sinapsis (Martin, et al., (1996) Dev. Biol. 174: 125).
La actina esta asociada a ambos conjuntos de moléculas del citoesqueleto (Rybakova et al. (1996) J. Cell Biol. 135:
661; Amann, et al. (1998) J. Biol. Chem. 273: 28419-23; Schoenwaelder et al. (1999) Curr. Opin. Cell. Biol. 11: 274).
Se consideran a continuacion las funciones de estos conjuntos especializados de proteinas.

El a-Distroglicano se une a la molécula organizadora de sinapsis agrina (Bowe, et al. (1994) Neuron. 12: 1173;
Campanelli, et al. (1994) Cell. 77: 663; Gee, et al. (1994) Cell. 77: 675; Sugiyama, et al. (1994) Neuron. 13: 103;
O'Toole, et al. (1996) Proc Natl Acad Sci USA. 93: 7369) (revisado en Fallon y Hall, (1994) Trends Neurosci. 17:
469), y el B-distroglicano se une a la proteina rapsina asociada al AChR (Cartaud, y col., (1998) J Biol Chem. 273:
11321). Ademas, el agrupamiento de AChR inducido por agrina sobre la membrana postsinaptica disminuye
notablemente en las células musculares que expresan niveles reducidos de distroglicano (Montanaro, y col., (1998)
J. Neurosci. 18: 1250). Se desconoce el papel exacto del distroglicano en este proceso. La evidencia actualmente
disponible sugiere que el distroglicano no es parte del receptor primario de agrina, sino que puede jugar un papel
estructural en la organizacion de las especializaciones postsinapticas (Gesemann, et al., (1995) Biol. 128: 625;
Glass, et al. (1996) Cell. 85: 513; Jacobson, et al. (1998) J Neurosci. 18: 6340).

Otra molécula que juega un papel importante en la formacion de la unidon neuromuscular es el receptor de tirosina
quinasa MuSK, que se fosforila en respuesta a la agrina. Sin embargo, la agrina no se une a MuSK y no esta claro
cémo la agrina estimula MuSK. Se ha sugerido la existencia de un correceptor. La activacion de MuSK por
entrecruzamiento de anticuerpos es suficiente para inducir el agrupamiento de los AChR en miotubos cultivados (Xie
et al. (1997) Nat. Biotechnol. 15:768 y Hopf and Hoch (1998) J. Biol. Chem. 273: 6467) y un MuSK constitutivamente
activo puede inducir diferenciacién postsinaptica in vivo (Jones y otros (1999) J. Neurosci. 19: 3376). Sin embargo, la
fosforilacion de MuSK es necesaria pero no suficiente para el agrupamiento de AChR inducidos por agrina.

El ambito de la funcién del distroglicano va mucho mas alla de los musculos. Como se ha sefialado anteriormente,
los ratones defectuosos en distroglicano mueren mucho antes de la diferenciacion muscular. En un sorprendente
desarrollo, el a-distroglicano en células no musculares ha demostrado funcionar como un receptor para la fiebre de
Lassa y para el virus de la fiebre de la coriomeningitis (Cao, W., et al., 1998, Science. 282: 2079), y en las células de
Schwann como un correceptor para Mycobacterium leprae (Rambukkana, et al. (1998) Science. 282: 2076). El
distroglicano también es abundante en el cerebro, pero no se comprende su funcién alli (Gorecki, et al. (1994) Hum
Mol Genet. 3: 1589; Smalheiser y Kim (1995) J Biol Chem. 270: 15425).

El a-Distroglicano se compone de tres dominios conocidos. Un dominio amino terminal se pliega en una
configuracion globular autébnoma (Brancaccio, et al. (1995) Febs Lett. 368: 139). El tercio medio de la proteina es rico
en serina y treonina y esta altamente glicosilado (Brancaccio, et al. (1997) Eur J Biochem. 246: 166). De hecho, el
peso molecular central de a-distroglicano es ~ 68 kDa, pero la molécula nativa migra en SDS-PAGE como una
banda polidispersa cuyo tamafio varia de 120-190 kDa, dependiendo de las especies y de la fuente de tejido (Ervasti
y Campbell (1993) J Cell Biol. 122: 809; Bowe, et al. (1994) Neuron. 12: 1173; Gee, et al. (1994) Cell. 77: 675;
Matsumura, et al. (1997) J Biol Chem. 272: 13904). La glicosilacion de a-distroglicano, probablemente en este tercio
medio, es esencial para sus propiedades de unién a laminina y agrina.

Esta claro que el distroglicano y el DAPC desempefian papeles cruciales en varios procesos en los musculos y en
otros tejidos. Existe la necesidad de desarrollar agentes y métodos terapéuticos que modulen las funciones del
distroglicano y/o del DAPC.

Sumario de la invenciéon

La invencion se refiere al polipéptido terapéutico relacionado con biglicano para su uso como se define en las
reivindicaciones 1-7.

El documento W0O2008100789 divulga un polipéptido de biglicano humano modificado.
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El documento W0O2003070195 divulga ensayos para detectar la unién entre MuSK y composiciones de biglicano.

El documento W02007123848 divulga una composicion parenteral acuosa para administrar, tratar o prevenir
trastornos o afecciones neuromusculares.

En determinadas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un polipéptido terapéutico relacionado con
biglicano, que comprende una secuencia polipeptidica que tiene al menos dos sustituciones de restos de
aminoéacidos en dos restos de serina de un biglicano correspondiente, de modo que el polipéptido terapéutico
relacionado con biglicano no comprende ninguna cadena lateral de glicosaminoglicano (GAG). En algunas
realizaciones, el polipéptido terapéutico relacionado con biglicano comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos 90 % idéntica a la SEQ ID NO: 9 o un fragmento de la misma. En algunas realizaciones, los dos restos de
serina estan en las posiciones correspondientes a los restos 42 y 47 de la SEQ ID NO: 9. En algunas realizaciones,
el polipéptido terapéutico relacionado con biglicano comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10 o
un fragmento de la misma. En algunas realizaciones, el polipéptido terapéutico relacionado con biglicano comprende
la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:11 o un fragmento de la misma.

En determinadas realizaciones, el polipéptido terapéutico relacionado con biglicano activa la quinasa especifica
muscular (MuSK) en la célula. En algunas realizaciones, el polipéptido terapéutico relacionado con biglicano
potencia la fosforilacion de MuSK inducida por agrina. En algunas realizaciones, el polipéptido terapéutico
relacionado con biglicano aumenta los niveles de utrofina. En algunas realizaciones, el polipéptido terapéutico
relacionado con biglicano se une a MuSK. En algunas realizaciones, el polipéptido terapéutico relacionado con
biglicano se une a un a-sarcoglicano y/o y-sarcoglicano. En algunas realizaciones, el polipéptido terapéutico
relacionado con biglicano induce la fosforilacién de los sarcoglicanos. En algunas realizaciones, el polipéptido
terapéutico relacionado con biglicano potencia el agrupamiento inducido por agrina de los receptores de acetilcolina
(AChR). En algunas realizaciones, el polipéptido terapéutico relacionado con biglicano comprende una o mas LRR
en la SEQ ID NO: 9.

En algunas realizaciones, el polipéptido terapéutico relacionado con biglicano comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90 % idéntica a los aminoacidos 38-365 de la SEQ ID NO: 9. En algunas realizaciones, el
polipéptido terapéutico relacionado con biglicano esta codificado por un acido nucleico que hibrida con la SEQ ID
NO: 8.

En determinadas realizaciones, la presente divulgaciéon proporciona una composicion farmacéutica que comprende:
(i) un polipéptido terapéutico relacionado con biglicano; y (ii) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En determinadas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método para estabilizar complejos proteicos
asociados a distrofina (DAPC) en la superficie de una célula, que comprende poner en contacto la célula con una
cantidad eficaz de un polipéptido terapéutico relacionado con biglicano o con una composicién que comprende un
polipéptido terapéutico relacionado con biglicano.

En determinadas realizaciones, la presente divulgacién proporciona un método para activar una membrana
postsinaptica de una célula, que comprende poner en contacto la célula con una cantidad eficaz de un polipéptido
terapéutico relacionado con biglicano o con una composicion que comprende un polipéptido terapéutico relacionado
con biglicano.

En determinadas realizaciones, la presente divulgacion proporciona ademas un método para activar MuSK en una
célula, que comprende poner en contacto la célula con una cantidad eficaz de un polipéptido terapéutico relacionado
con biglicano o con una composicién que comprende un polipéptido terapéutico relacionado con biglicano.

En algunas de las realizaciones anteriores, la célula es una célula muscular.

En determinadas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método para tratar una afeccién asociada a
un complejo proteico asociado a la distrofina anormal (DAPC) en células de un sujeto, que comprende administrar al
sujeto una cantidad eficaz de un polipéptido terapéutico relacionado con biglicano o una composiciéon que
comprende un polipéptido terapéutico relacionado con biglicano. Por ejemplo, la afeccion puede ser una distrofia
muscular seleccionada de la distrofia muscular de Duchenne, Distrofia Muscular de Becker, Distrofia Muscular
Congeénita, Distrofia muscular de cinturas y distrofia miotonica.

En determinadas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método para tratar una afeccion
caracterizada por una unién neuromuscular o sinapsis anormal en un sujeto, que comprende administrar al sujeto
una cantidad eficaz de un polipéptido terapéutico relacionado con biglicano o una composicién que comprende un
polipéptido terapéutico relacionado con biglicano. Tal afeccion puede ser una enfermedad neuromuscular o
neuroldgica.

En determinadas realizaciones, la presente divulgacidn proporciona un método para tratar o prevenir una afeccion
asociada a una deficiencia de colageno VI, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un
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polipéptido terapéutico relacionado con biglicano 0 una composicion que comprende un polipéptido terapéutico
relacionado con biglicano. La afeccion asociada a una deficiencia de colageno VI puede ser miopatia de Bethlem,
distrofia muscular congénita de Ullrich o distrofia de Sorsby de fondo de ojo.

En algunas realizaciones, la presente divulgaciéon proporciona una célula hospedadora que comprende un acido
nucleico que codifica un polipéptido terapéutico relacionado con biglicano.

En determinadas realizaciones, la presente divulgacion también proporciona un método para producir cualquiera de
los polipéptidos relacionados con biglicano descritos en el presente documento, que comprende: (a) proporcionar
una célula que comprende un acido nucleico que codifica dicho polipéptido y (b) cultivar la célula en condiciones que
permiten la produccién de dicho polipéptido. EI método puede comprender ademas una etapa de (c) purificar el
polipéptido.

En determinados aspectos, la divulgacion proporciona un método para detectar la unién entre MuSK y un biglicano,
gue comprende: (a) fijar el biglicano a un soporte sdlido, (b) poner en contacto el biglicano con una proteina de
fusion que comprende un ectodominio MuSK y un dominio Fc y (c) analizar la unién del biglicano a la proteina de
fusion.

Breve descripcién de las Figuras

La Figura 1 es un diagrama de la interaccion entre DAG-125 o biglicano con un DAPC.

La Figura 2 muestra el alineamiento de secuencias entre las secuencias DAG-125 de Torpedo (SEQ ID NO: 1-3)
y biglicano humano (SEQ ID NO: 4-6).

La Figura 3 es un diagrama de la estructura de biglicano. La prepro-region, que esta ausente en el biglicano
maduro corresponde a los aminoacidos 1-37 de la SEQ ID NO: 9; la regidon N-terminal rica en cisteina
corresponde a los aminoacidos 38-80 de la SEQ ID NO: 9; la region LRR corresponde aproximadamente a los
aminoacidos 81-314 de la SEQ ID NO: 9; y la regidon C-terminal rica en cisteina corresponde a los aminoacidos
315-368 de la SEQ ID NO: 9. Los circulos representan sitios de union para las cadenas laterales de condroitin
sulfato. "S-S" indica unién de disulfuro intracatenaria.

La figura 4 muestra la forma no glicanada (NG) y la forma de proteoglicano (PG) de biglicano. Se analiz6 el
material final mediante SDS-PAGE seguido de tincion con Coomassie. Los pesos moleculares de la escalera se
indican a la izquierda del gel. La flecha a la izquierda del gel indica la forma no glicanada (NG) de biglicano y la
flecha a la derecha del gel indica la forma de proteoglicano (PG) de biglicano.

La Figura 5 muestra el analisis de la forma NG y la forma PG de biglicano. Se analiz6 el material final mediante
ensayo de chips en un Bioanalyzer 2100 Protein 80 de Agilent. 2 ug de proteina total cargada por pocillo. El
panel superior muestra una imagen de pseudogel. Los paneles inferiores son electroferogramas de los patrones
y de cada muestra. Los picos inferiores a 4 kd y superiores a 95 kd son picos de sistema utilizados para la
calibracion de los chips.

La Figura 6 muestra el analisis de biglicano S5A, S10A por SDS-PAGE. Se analizé el material final mediante
SDS-PAGE seguido de tincion con Coomassie. Los pesos moleculares de la escalera se indican a la izquierda
del gel. El doble mutante His-Biglicano (S5A, S10A), designado SA, se cargd en el gel en dos cantidades
diferentes, indicadas encima de cada carril.

La Figura 7 muestra el andlisis final de biglicano S5A, S10A en un Bioanalyzer 2100 de Agilent. Se cargaron 2 ug
de His-Biglicano (S5A, S10A) en un chip Protein 80. El panel superior es la imagen de pseudogel. El panel
derecho muestra el electroferograma. Las bandas inferiores a 6 kd y superiores a 95 kd son picos de sistema
utilizados para la calibracion.

La Figura 8 muestra el analisis de transferencia de western de biglicano recombinante no glicanado (NG) y
mutante S5A, S10A. Las muestras se procesaron en una SDS PAGE, se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa y se sondearon con un anticuerpo de biglicano. El carril marcado como "ser-al" contiene el biglicano
S5A; S10A. Las posiciones de aminoacidos indicadas son las de la proteina madura.

La Figura 9 muestra la actividad bioldgica de biglicano NG y S5A-S10A en un bioensayo de cultivo celular. Panel
superior: Los miotubos primarios de pollo se trataron con 1U de agrina purificada y concentraciones variables de
biglicano NG o S5A-S10A. A continuacion, se conto el nimero de grupos de AChR por segmento de miotubo en
cultivos por triplicado como se describe en (Nastuk et al., 1991, PMID 1660286). El nivel de agrupamiento de
AChR inducido por agrina solo se indica por la linea de puntos horizontal. Panel inferior: se muestran los efectos
de PG, NG y S5A-S10A en el agrupamiento de AChR.

Las Figuras 10 a y b muestran que el biglicano S5A-S10A disminuye el dafio muscular en ratones mdx, (a) se
inyectaron ratones Mdx a P18 semanalmente por via intraperitoneal durante dos semanas con vehiculo o con
biglicano S5A-S10A y se midieron los niveles de creatina quinasa sérica (sCK). Los niveles de sCK se redujeron
mas de 2 veces en los animales inyectados con biglicano, (p < 0.01; n = 4). (b) Se inyectaron ratones Mdx a P18
y P25 con las cantidades indicadas de biglicano recombinante humano S5A-S10A (T2-rhBGN) marcado con his.
El suero se cosech6 en P32. (ANOVA p=0,002; comparacion por pares post hoc p <0,05.)

La Figura 11la-c muestra la eficacia funcional del rhBGN S5A-S10A. A los ratones Mdx se les administré 10
mg/kg de SA-rhBGN durante 3 meses en los intervalos indicados. Se realizaron las mediciones de contraccion
excéntrica en musculo aislado. A los ratones Mdx se les administré T2-rhBGN (10 mg/kg) o vehiculo durante 3
meses a intervalos de 7, 14 o 21 dias (Q7, Q14, Q21, respectivamente ). Se midieron las propiedades fisiolégicas
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del musculo del diafragma mediante la evaluacion ex vivo de la caida de fuerza sobre 5 contracciones
musculares excéntricas sucesivas (CEC). (a) Mediciones de disminucién de fuerza después de la dosificacién a
intervalos de 7 dias, (b) Histogramas de la disminucion de fuerza medida en el 5 ° ECC para cada condicion de
frecuencia de dosis (n=5 o 6/grupo). (c) Los animales a los que se les administré T2-rhBGN cada 7 dias tuvieron
una mejoria dramatica > 50 % en la funcién muscular en el 5° ECC (p = 0,007). También hubo una mejoria
significativa en el 3° y 4° ECC (p = 0.01, 0,005, respectivamente).

La Figura 12a-c muestra los efectos de SA-rhBGN en miofibras in vivo. Se inyecté a ratones Mdx por via
intraperitoneal vehiculo o las dosis indicadas de SA-rhBGN a P18 y se determiné el porcentaje de miofibras con
nucleos localizados centralmente para el s6leo(b). Se realizé la misma medicién para los musculos del diafragma
dos semanas después (a). Los niveles de utrofina en la membrana de las células musculares también
aumentaron de una manera dependiente de la dosis, medido en el Tibial anterior (c). (*p<0,05)

Las Figuras 13A y B muestran que la administracion de biglicano al tejido muscular de un ratén deficiente en
biglicano restaura los niveles de colageno VI. A. El biglicano recombinante inyectado se localiza en la superficie
de las células musculares. Esta imagen muestra dos campos de visidn que muestran inmunomarcaje del
musculo cuadriceps derecho de un raton deficiente en biglicano con un anticuerpo de biglicano, cuatro dias
después de la inyeccién con 50 ug de proteoglicano de biglicano recombinante purificado. La microscopia de luz
del campo que muestra los depositos de tinta china se muestra en los paneles superiores. Se detectd el
proteoglicano de biglicano recombinante purificado inyectado con el anticuerpo 2A5. Los paneles inferiores
muestran la inmunofluorescencia de biglicano en los mismos campos que los paneles superiores y muestran que
el biglicano inyectado persiste en el musculo y se localiza en las membranas de la fibra muscular. Se observaron
resultados similares en 6 animales. B. El biglicano recombinante inyectado regula positivamente los niveles de
colageno VI in vivo. Esta imagen muestra dos campos de vision que muestran inmunomarcaje del muasculo
cuadriceps derecho de un ratén deficiente en biglicano con un anticuerpo contra el colageno VI que se muestra
cuatro dias después de la inyeccion con 50 uyg de proteoglicano de biglicano recombinante purificado. La
microscopia de luz de los mismos campos muestra los depdsitos de tinta china (identificando el lugar de la
inyeccion). Los paneles inferiores muestran la inmunofluorescencia de colageno en los mismos campos que los
paneles superiores y muestran que el proteoglicano de biglicano recombinante purificado inyectado regula
positivamente la expresion de colageno VI en las membranas de la fibra muscular. Se observaron resultados
similares en seis animales.

La Figura 14 representa los resultados de ensayos de transferencia de lectina de formas recombinantes de
biglicano NG, PG y SA. Panel superior, Tincion de Ponceau e imagenes de transferencia de lectina. Panel
inferior, sumario de resultados.

La Figura 15 representa los resultados del analisis de glicosilacion ligada a N de las formas NG y SA de
biglicano.

La Figura 16 muestra el primer paso de un protocolo para purificar biglicano mutante sin etiquetar. En esta etapa
de captura, se utilizé una columna de intercambio de aniones. El gel de Coomassie insertado muestra que el
biglicano se eluyé en el primer pico.

La Figura 17 muestra el segundo paso de un protocolo para purificar biglicano mutante sin etiquetar. Esta etapa
de purificacion elimina las impurezas a granel usando cromatografia de interaccién hidréfoba. El gel de
Coomassie insertado muestra que el biglicano se eluy6 en el primer pico.

Las Figuras 18a y b muestran el aislamiento de lineas celulares clonales CHO-S estables que expresan TVN-102
(rhBGN S5A-S10A sin etiquetar). (a) Dos lineas celulares CHO-S estables que producen TVN-102 en los pasos
indicados en los matraces de agitacién, (b.) Transferencia Western de los sobrenadantes del clon 4 que muestra
la homogeneidad del producto TVN-102.

La Figura 19 muestra el analisis por SDS-PAGE de la purificacion de TVN-102 a partir de una linea clonal de
CHO-S. Calle 1: Medio condicionado de una linea de CHO-S estable que expresa TVN-102. Calle 2: Fracciones
agrupadas de la columna de intercambio i6nico. Calle 3: Fracciones agrupadas de la columna de HIC. Gel tefiido
con azul de Coomassie; 10 ug de proteina total/carril. La pureza final de TVN-102 fue> 90 % segun el
Bioanalizador Agilent.

Las Figuras 20 a y b muestran que los bioensayos y los ensayos de proteinas muestran actividad cuantificable y
reproducible de biglicano recombinante. (a) Un ensayo de bioactividad de cultivo celular muestra cuatro
preparaciones purificadas separadas de biglicano recombinante: 1: rhBGN S5A-S10A marcado con his; 2, 3: dos
purificaciones independientes de BGN murino recombinante S5A-S10A; 4: rhBGN humano S5A-S10A. Todas las
muestras fueron a 0,05 pg/ml (1,4 nM). (-): no biglicano. (b) Un ensayo de unién a proteinas donde las
preparaciones indicadas de NG, S5A-S10A (marcado T2 en la figura) o rhBGN PG se revistieron en placas de
pocillos multiples y a continuaciéon se sondearon con una fusién Fc del ectodominio MuSK. Téngase en cuenta
que tanto rhBGN NG como S5A-S10A se unen a MuSK mientras que rhBGN PG no.

Descripcion detallada de la invencion

|. Descripcion general

La presente divulgacion proporciona composiciones y métodos relacionados con biglicano para tratar y/o prevenir
enfermedades o afecciones asociadas a un DAPC disfuncional, una estructura celular inestable, un defecto en las
uniones o sinapsis neuromusculares, o una deficiencia de colageno VI. Dichas enfermedades incluyen, pero sin
limitacion, distrofias musculares, tal como Duchenne, de cinturas, otras miopatias, trastornos neuromusculares y
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trastornos neuroldgicos.

Adicionalmente, en vista de la amplia distribucion tisular de los DAPC vy los distroglicanos, es probable que el
biglicano desempefie un papel en la regulacion de la sefializaciéon a través de la membrana citoplasmica y/o en el
mantenimiento de la integridad de las membranas citoplasmaticas de células distintas a las células musculares. Por
ejemplo, el distroglicano u otros componentes del DAPC son abundantes en cerebro, rifién y corazén. Por lo tanto, la
presente divulgacion proporciona, de manera mas general, composiciones relacionadas con biglicano y métodos
terapéuticos para enfermedades o trastornos asociados a una anormalidad de un complejo de proteina de
membrana con el que el polipéptido relacionado con biglicano interacciona, por ejemplo, el receptor DAPC o MuSK.

Como se sabe que el distroglicano es un receptor utilizado por los microorganismos para entrar en las células (por
ejemplo, fiebre de Lassa y virus de la fiebre de la coriomeningitis), los agentes terapéuticos relacionados con
biglicano descritos en este documento pueden usarse para tratar y/o prevenir infecciones por tales microorganismos.
Sin querer limitarse a un mecanismo de accion especifico, los agentes terapéuticos relacionados con biglicano
pueden obstaculizar o inhibir la unién del microorganismo a distroglicano.

Se ha demostrado que tanto el biglicano humano (por ejemplo, en Fischer et al. as “bone small proteoglycan” J. Biol.
Chem. 264: 4571 (1996); N.° de acceso al GenBank J04599; SEQ ID NO: 9) como DAG-125 aislado del 6érgano
eléctrico de Torpedo interactlan con los componentes del DAPC. Basandose en las homologias de secuencia entre
las dos proteinas y actividades bioldgicas similares (descritas adicionalmente en este documento), se cree que el
biglicano humano (SEQ ID NO: 9) puede ser el ortélogo humano del DAG-125 de Torpedo. Como alternativa, el
ortélogo humano del DAG-125 de Torpedo puede ser una proteina altamente relacionada con el biglicano humano.
Por razones de claridad, el término "biglicano" como se usa en el presente documento pretende incluir el biglicano
humano (SEQ ID NO: 9) y DAG-125 de Torpedo, asi como sus homologos.

I Definiciones

Por comodidad, a continuacién se proporciona el significado de ciertos términos y frases empleados en la
especificacion, los ejemplos y las reivindicaciones adjuntas.

"GAG" se refiere a glicosaminoglicanos, usados indistintamente en este documento con "mucopolisacaridos”, que
son cadenas de polisacaridos largas, no ramificadas, compuestas de unidades repetidas de disacaridos. Uno de los
dos azlcares es siempre un amino azucar (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina). Los glicosaminoglicanos
estan unidos covalentemente a un resto de serina de una proteina central, para formar una molécula de
proteoglicano.

El término "glicoproteina" se refiere a una proteina que contiene uno o mas grupos carbohidrato unidos
covalentemente a la cadena polipeptidica. Por lo general, una glicoproteina contiene del 1 % al 60 % en peso de
carbohidratos en forma de numerosas cadenas de oligosacaridos ramificadas, relativamente cortas, de composicion
variable. A diferencia de las glicoproteinas, los proteoglicanos son mucho mas grandes (hasta millones de daltons) y
contienen del 90 % al 95 % en peso de carbohidratos en forma de muchas cadenas largas de glicosaminoglicanos
no ramificadas.

El término "biglicano” se refiere a polipéptidos que tienen al menos una actividad biolégica de biglicano humano o de
DAG-125 de Torpedo. Los bhiglicanos preferidos incluyen DAG-125 de Torpedo (que comprende las SEQ ID NO: 1-
3), biglicano humano (SEQ ID NO: 9), asi como homologos y fragmentos de los mismos. Los homologos preferidos
son proteinas o péptidos que tienen al menos aproximadamente el 70 % de identidad, al menos aproximadamente el
75 % de identidad, al menos aproximadamente el 80 % de identidad, al menos aproximadamente el 85 % de
identidad, al menos aproximadamente el 90 % de identidad, al menos aproximadamente el 95 % de identidad, y aun
mas preferentemente, al menos aproximadamente el 98 o0 99 % de identidad. Homdélogos aun mas preferidos son
aquellos que tienen un cierto porcentaje de homologia (o identidad) con biglicano humano o DAG-125 de Torpedo y
tienen al menos una actividad bioldgica de estas moléculas. El término biglicano no se limita al biglicano de longitud
completa, sino que también incluye fragmentos (porciones) que tienen al menos una actividad de biglicano.
Biglicano, como se usa el término en el presente documento, se refiere a formas del polipéptido tanto con como sin
las cadenas laterales de GAG.

La expresién "biglicano humano de tipo salvaje” se refiere a la proteina descrita en Fischer et al. J. Biol. Chem. 264:
4571 (1989), que tiene N.° de acceso al GenBank J04599 y la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 9. Una secuencia de ADNc que codifica la proteina de biglicano humano de tipo salvaje se expone en la SEQ ID
NO: 7 y el marco de lectura abierto de la misma como la SEQ ID NO: 8.

El término "biglicano central" se refiere a un biglicano que no incluye las cadenas GAG.
Tal como se describe en el presente documento, la expresion "agente terapéutico relacionado con biglicano" se

refiere a un polipéptido de tipo biglicano en el que los dos restos de aminoacidos correspondientes a los dos restos
de serina glicanados de una proteina de biglicano de tipo salvaje (por ejemplo, DAG-125 de Torpedo o biglicano de
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mamifero, preferentemente humano) se eliminan o reemplazan por otro aminoacido (preferentemente glicina o un
aminoacido con una cadena lateral de alquilo, como alanina) de manera que el polipéptido carece de cadenas
laterales de glicosaminoglicano (GAG) (es decir, porque carece de los sitios de glicanacion de tipo salvaje). Ademas,
un agente terapéutico relacionado con biglicano tiene una o mas de las caracteristicas y actividades bioldgicas de un
biglicano de tipo salvaje. Por ejemplo, un agente terapéutico relacionado con biglicano puede tener una o mas de las
siguientes caracteristicas: un peso molecular de entre aproximadamente 35 y aproximadamente 55 kDa; una
secuencia de amino&cidos al menos un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 % o un 99 % idéntica a una o0 mas de las
SEQ ID NO: 1-6 o a los restos 38-365 de las SEQ ID NO: 9, 10 o 11; y una o mas actividades bioldgicas de
biglicano, como se detalla a continuacion, bajo la definicion correspondiente.

La expresion "agente terapéutico relacionado con biglicano" incluye ademas porciones de los polipéptidos de tipo
biglicano descritos anteriormente y que tienen al menos una actividad biol6égica de un biglicano de tipo salvaje. La
expresion "agente terapéutico relacionado con biglicano" también incluye un péptido mimético o derivado del mismo
o un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo biglicano.

Una "actividad bioldgica de biglicano" se refiere a una 0 mas de: la capacidad de mantener la integridad de una
membrana plasmatica; la capacidad de estabilizar los DAPC en las membranas plasmaticas; la capacidad de unirse
a uno o mas componentes de los DAPC; por ejemplo, unién a a-distroglicano (en el caso de ciertos biglicanos tales
como biglicano humano de tipo salvaje), unién a un componente de sarcoglicano, tal como a-sarcoglicano o y-
sarcoglicano; unién a MuSK; unién a colageno VI; estimular la formacién de uniones neuromusculares, como por
estimulacion de la diferenciacion postsinaptica; potenciacion de la agregacion de AChR, por ejemplo, agregacion de
AChR inducida por agrina; fosforilacién de los componentes de DAPC, por ejemplo, sarcoglicanos; estimulacion de
la fosforilacion de MuSK o potenciacion de la fosforilacion de MuSK inducida por agrina. En determinadas
realizaciones, el biglicano se une a MuSK, a a-sarcoglicano, a y-sarcoglicano y a colageno VI, pero no se une a a-
distroglicano.

La expresion "acido nucleico de biglicano" se refiere a un acido nucleico que codifica una proteina de biglicano, por
ejemplo, un acido nucleico que codifica una proteina que tiene la SEQ ID NO: 9.

El término "anormal" se usa indistintamente en este documento con "aberrante” y se refiere a una molécula, o
actividad que difiere del tipo salvaje o de la molécula o actividad normal.

El término "DAPC" se refiere a "complejo de proteina asociado a distrofina”, un complejo de membrana, expuesto en
la Figura 1, que comprende distrofina, a-y B-distroglicanos y el complejo transmembrana de sarcoglicano.

Los "sarcoglicanos” salen en diferentes formas, incluidos los sarcoglicanos a, B, gamma, delta y épsilon. Algunos
sarcoglicanos son especificos para ciertos tejidos, por ejemplo, los sarcoglicanos a y delta son especificos del
musculo esquelético.

Las "proteinas asociadas a la distrofina" incluyen proteinas o glicoproteinas, tales como a-distroglicano,
distrobrevina, sarcospan y las sintrofinas.

El término "AChR" se refiere a receptor de acetilcolina.
El término "SLRP" se refiere a pequefio proteoglicano rico en repeticiones de leucina.

El término "MuSK" usado indistintamente en el presente documento con "quinasa especifica muscular”, se refiere a
una proteina tirosina quinasa, que se expresa en musculo normal y denervado, asi como en otros tejidos incluyendo
corazon, bazo, ovario o retina. (Véase Valenzuela, D., et al., 1995, Neuron 15: 573-584). La tirosina quinasa se ha
denominado alternativamente "Dmk" para "quinasa de musculo denervado”. Por lo tanto, los términos MuSK y Dmk
pueden usarse de manera indistinta. La proteina parece estar relacionada con la familia Trk de tirosina quinasas y se
describe adicionalmente en la patente de los Estados Unidos N° 5.814.478.

La expresion "molécula activadora de MuSK" como se usa en el presente documento se refiere a una molécula que
es capaz de inducir la fosforilacion del receptor MuSK en el contexto de una célula muscular diferenciada. Una de
tales moléculas activadoras es la agrina como se describe en los Ejemplos expuestos en el presente documento.

Aplicado a polipéptidos, la expresion "identidad sustancial" significa que dos secuencias peptidicas, cuando estan
Optimamente alineadas, tal como mediante los programas GAP o BESTFIT usando pesos de hendidura
predeterminados, comparten al menos un 80 por ciento de identidad de secuencia, preferentemente al menos un 90
por ciento de identidad de secuencia, mas preferentemente al menos un 95 por ciento de identidad de secuencia o
mas (por ejemplo, una identidad de secuencia del 99 por ciento). Preferentemente, las posiciones de los restos que
no son idénticas difieren por sustituciones de aminoacidos conservativas. Las sustituciones conservativas de
aminoacidos se refieren a la intercambiabilidad de restos que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un
grupo de aminoéacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un
grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo alifatico es serina y treonina; un grupo de
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aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos
que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoacidos que tienen
cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que
contienen sulfuro es cisteina y metionina. Los grupos preferidos de sustitucion conservativa de aminoacidos son:
valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina.

Un "mioblasto” es una célula, que al fusionarse con otros mioblastos, da lugar a miotubos que eventualmente se
convierten en fibras musculares esqueléticas. El término se usa a veces para todas las células reconocibles como
precursores inmediatos de las fibras del musculo esquelético. Como alternativa, el término esta reservado para
aquellas células post-mitoticas capaces de fusion, otras se denominan mioblastos presuntivos.

"Miofibrilla" es un organulo cilindrico largo de musculo estriado, compuesto de conjuntos regulares de filamentos
gruesos y delgados y que constituye el aparato contractil.

Un "miotubo” es una célula multinucleada alargada (tres o mas nucleos) que contiene algunas miofibrillas ubicadas
periféricamente. Se forman in vivo o in vitro mediante la fusién de mioblastos y eventualmente se convierten en
fibras musculares maduras que tienen nucleos localizados periféricamente y la mayor parte de su citoplasma lleno
de miofibrillas.

"Utrofina" (proteina asociada a distrofina) es un homdlogo autosémico de distrofina (de tamafio 395 kD) localizado
cerca de la union neuromuscular en musculo adulto, aunque en ausencia de distrofina (es decir, en distrofia
muscular de Duchenne), la utrofina también se localiza en el cara citoplasmica del sarcolema.

Tal como se usa en el presente documento, el término "transfeccion” significa la introduccion de un acido nucleico,
por ejemplo, un vector de expresion, en una célula receptora mediante transferencia génica mediada por acido
nucleico. El término "transducciéon” se usa generalmente en la presente memoria cuando la transfeccién con un
acido nucleico es por administracion viral del acido nucleico. "Transformacion”, como se usa en el presente
documento, se refiere a un proceso en el que el genotipo de una célula se modifica como resultado de la captacion
celular de ADN o ARN exdgeno y, por ejemplo, la célula transformada expresa una forma recombinante de un
polipéptido o, en el caso de la expresion antisentido del gen transferido, se interrumpe la expresion de una forma
natural de la proteina recombinante.

Tal como se usa en el presente documento, el término "transgén” se refiere a una secuencia de acido nucleico que
se ha introducido en una célula. También se dice que las células hijas que se derivan de una célula en la que se ha
introducido un transgén contienen el transgén (a menos que se haya eliminado). Un transgén puede codificar, por
ejemplo, un polipéptido, parcial o totalmente heterélogo, es decir, extrafio, al animal o célula transgénica en el que se
introduce, o, es homologo a un gen endégeno del animal o célula transgénica en el que se introduce, pero que esta
disefiado para ser insertado, o se inserta, en el genoma del animal de forma tal que altera el genoma de la célula en
la que se inserta (p. €j., se inserta en una ubicacién que difiere de la del gen natural). Como alternativa, un transgén
también puede estar presente en un episoma. Un transgén puede incluir una o mas secuencias reguladoras de la
transcripcién y cualquier otro acido nucleico, (por ejemplo, intrén), que pueda ser necesario para la expresién optima
de una secuencia codificante seleccionada.

Tal como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector es un episoma, es decir, un acido nucleico
capaz de replicacién extracromosémica. Los vectores apropiados son aquellos capaces de replicacion auténoma y/o
expresion de acidos nucleicos a los que estan unidos. Los vectores capaces de dirigir la expresion de los genes a los
gue estan unidos operativamente se denominan, en el presente documento,"vectores de expresion". En general, los
vectores de expresion de utilidad en las técnicas de ADN recombinante a menudo estan en forma de "plasmidos”
que se refieren generalmente a bucles de ADN bicatenario circulares que, en su forma de vector, no estan unidos al
cromosoma. En la presente memoria descriptiva, "vector", salvo que se especifique otra cosa, significa "plasmido”,
ya que el plasmido es la forma mas cominmente utilizada de vector. Sin embargo, la divulgacién también
proporciona otras formas de vectores de expresion que sirven para funciones equivalentes y que se conocen en la
técnica a continuacion.

"Derivado de" como se usa esta frase en el presente documento indica una secuencia de péptidos o nucledtidos
seleccionada dentro de una secuencia dada. Una secuencia peptidica o nucleotidica derivada de una secuencia
nombrada puede contener un pequefio nimero de modificaciones relativas a la secuencia original, en la mayoria de
los casos representando delecién, reemplazo o insercién de menos de aproximadamente el 15 %, preferentemente
menos de aproximadamente el 10 %, y en muchos casos menos de aproximadamente el 5 %, de restos de
aminoacidos o pares de bases presentes en la secuencia original. En el caso de los ADN, una molécula de ADN
también se considera derivada de otra si las dos son capaces de hibridarse selectivamente entre si.

Los términos "quimérico”, "fusion” y "compuesto” se usan para indicar una proteina, dominio peptidico o secuencia
nucleotidica o una molécula que contiene al menos dos porciones componentes que son mutuamente heterélogas
en el sentido de que, por otra parte, no se encuentran directamente (covalentemente) unidas en la naturaleza. Mas
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especificamente, las porciones componentes no se encuentran en el mismo polipéptido o gen continuo en la
naturaleza, al menos no en el mismo orden u orientacion o con el mismo espaciamiento presente en la proteina
guimérica o el dominio compuesto. Tales materiales contienen componentes derivados de al menos dos proteinas o
genes diferentes o de al menos dos porciones no adyacentes de la misma proteina o gen. Las proteinas compuestas
y las secuencias de ADN que las codifican, son recombinantes en el sentido de que contienen al menos dos
porciones constituyentes que,por lo demds, no se encuentran directamente unidas (covalentemente) entre si en la
naturaleza.

El término "modular” se refiere a inhibir o estimular.

La expresion "activar una membrana postsinaptica" se refiere a la estimulacion de la transferencia de una sefial en la
unién neuromuscular, en general, de una célula nerviosa a una célula muscular. La activacién generalmente incluye
la estimulacion de la agregacion de AChR en la membrana celular en la unién neuromuscular; y/o la fosforilacion de
MuSK. La activacion da como resultado la induccién de la diferenciacion postsinaptica.

El término "tratar" con respecto a un sujeto, se refiere a mejorar al menos un sintoma de la enfermedad o trastorno
del sujeto. El tratamiento puede curar la enfermedad o afeccién o mejorarla, pero reduce al menos ciertos sintomas
de la misma.

I11. Polipéptidos terapéuticos relacionados con biglicano

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona agentes terapéuticos relacionados con biglicano para su uso en
el mantenimiento de la integridad de las membranas de células plasmaticas, en particular, agentes terapéuticos
relacionados con biglicano que estabilizan complejos proteicos asociados a distrofina (DAPC) en estas membranas,
evitando asi la desintegracion de las membranas. La presente divulgacion también proporciona agentes terapéuticos
relacionados con biglicano que estimulan la formaciéon de uniones neuromusculares, tal como estimulando la
diferenciacion de la membrana postsinaptica y, mas en general, agentes terapéuticos relacionados con biglicano que
estimulan la formacién de sinapsis.

En determinadas realizaciones, los agentes terapéuticos relacionados con biglicano incluyen un polipéptido mutante
de biglicano que comprende al menos dos sustituciones de restos de aminoacidos en dos restos de serina (por
ejemplo, en los restos 42 y 47 de la SEQ ID NO: 9) de manera que el polipéptido de biglicano no comprende ninguna
cadena lateral de glicosaminoglicano (GAG). Por ejemplo, el polipéptido mutante de biglicano puede comprender la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10 o un fragmento de la misma. La SEQ ID NO: 10 es una secuencia
consenso, en donde los restos 42 y 47 pueden estar independientemente ausentes o pueden ser cualquier
aminoacido excepto serina o treonina. En determinadas realizaciones, los restos 42 y 47 de la SEQ ID NO: 10 estan
ambos presentes. En determinadas realizaciones, el polipéptido mutante de biglicano comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:11 o un fragmento de la misma. La SEQ ID NO: 11 es similar a la SEQ ID NO: 9, pero
incluye las mutaciones S42A y S47A.

Los polipéptidos mutantes de biglicano sujeto pueden producirse usando cualquier técnica adecuada. Numerosas
técnicas de este tipo son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, se puede lograr la modificacion de la secuencia
de ADN que codifica biglicano alterando uno o mas nucleétidos empleando mutagénesis dirigida al sitio. En general,
la técnica de mutagénesis especifica de sitio es bien conocida en la técnica como se ejemplifica por publicaciones
(Carter et al., 1986, Biochem J., 237(1): 1-7; Sambrook, et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). Como se apreciara, la técnica normalmente emplea un
vector fagémido que existe tanto en una forma monocatenaria como en una doble cadena. Como alternativa, los
mutantes pueden generarse usando PCR ™. Los vectores tipicos Utiles en la mutagénesis dirigida al sitio incluyen
vectores tales como el fago M13 (Messing et al., 1981) o pUC 119. Estos vectores estan facilmente disponibles
comercialmente y su uso es generalmente bien conocido por los expertos en la materia. Como alternativa, los
métodos de mutagénesis dirigida al sitio que emplean plasmidos o fagémidos bicatenarios y similares también son
bien conocidos en la técnica y ademas se pueden usar.

En una realizacién particular, un agente terapéutico relacionado con biglicano se une a uno o mas componentes del
DAPC. El agente terapéutico de biglicano se une preferentemente a un componente de sarcoglicano, tal como a-
sarcoglicano. En una realizacion incluso mas preferida, el agente terapéutico de biglicano se une a un componente
del complejo de sarcoglicano, por ejemplo, seleccionado de a-sarcoglicano, y-sarcoglicano y &-sarcoglicano. El
componente del sarcoglicano al que se une el polipéptido relacionado con biglicano es preferentemente a-
sarcoglicano. En general, los péptidos terapéuticos relacionados con biglicano entran en contacto con uno o mas
componentes del DAPC, por ejemplo, para estabilizar de ese modo el complejo y reducir la desestabilizacion de la
membrana plasmatica resultante de un complejo anormal de DAPC, como los que se observan en las distrofias
musculares.

En determinadas realizaciones, el agente terapéutico relacionado con biglicano se une a MuSK, a a-sarcoglicano, a

y-sarcoglicano y a colageno VI, pero no se une a a-distroglicano. Incluso en realizaciones en las que el biglicano no
se puede unir a-distroglicano, todavia hay mecanismos por los cuales el biglicano podria influir en a-distroglicano
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indirectamente. Los siguientes mecanismos deben considerarse teorias no vinculantes: 1) el biglicano puede unir
colageno VI y reclutar otros ligandos para alfa-DG; este mecanismo podria ocurrir en tejidos musculares o no
musculares, 2) el biglicano podria unirse a MuSK vy, por lo tanto, reclutar indirectamente a-distroglicano, y 3) ya que
el biglicano es conocido por dimerizar, el biglicano mutante incapaz de unirse al a-distroglicano podria
heterodimerizarse con el proteoglicano de biglicano endégeno y asi reclutar a-distroglicano.

En otras realizaciones, los agentes terapéuticos relacionados con biglicano se unen al receptor de tirosina quinasa
MuSK. Tales compuestos se pueden unir a MuSK y/o a un componente del complejo de sarcoglicano, por ejemplo, a
a-sarcoglicano. En realizaciones preferidas, un agente terapéutico relacionado con biglicano activa MuSK e induce la
fosforilacion de a y/o y-sarcoglicano.

Los sujetos terapéuticos relacionados con biglicano preferentemente se unen especificamente a una o mas de las
moléculas citadas anteriormente, es decir, no se unen de forma significativa o a un nivel detectable a otras
moléculas para producir un efecto indeseable en la célula. Los aé:]entes terapéuticos relacionados con biglicano se
unen preferentemente con una constante de disociacion de 10™ o menos, y aun mas preferentemente con una
constante de disociacion de 107, 10%, 10°, 10", 10™, 10™, 0 10™ M 0 menos. La constante de disociacion puede
determinarse de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica.

Los ensayos de union para determinar el nivel de unién de un agente terapéutico relacionado con biglicano a un
componente del DAPC o a MuSK o para identificar miembros de, por ejemplo, una biblioteca de compuestos que se
unen a estas moléculas son conocidos en la técnica y también se describen adicionalmente en el presente
documento. También se conocen métodos para preparar componentes del DAPC o MuSK para usar en tales
ensayos. Dichos componentes se pueden aislar de tejido o, cuando son proteinas, se pueden preparar de forma
recombinante o sintética. Sus secuencias de nucleétidos y aminoacidos estan disponibles publicamente, por
ejemplo, a partir de GenBank o de publicaciones.

En otras realizaciones preferidas, los agentes terapéuticos relacionados con biglicano tienen una o mas actividades
bioloégicas de biglicano, ademas de, o en lugar de, poder unir uno o0 mas componentes del DAPC y/o MuSK. Por
ejemplo, un agente terapéutico relacionado con biglicano puede estimular la formacién de uniones neuromusculares,
en particular, la diferenciacion de la membrana postsinaptica, que incluye la induccién de la agregacion de AChR y o
la estimulacion de la fosforilacion de tirosina inducida por agrina de MuskK.

En determinadas realizaciones, un agente terapéutico relacionado con biglicano potencia el agrupamiento de AChR
inducido por agrina de forma biféasica, con una potenciacion a bajas concentraciones y una despotenciacion a niveles
superiores. Opcionalmente, el agente terapéutico relacionado con biglicano no inhibe el agrupamiento de AChR
inducido por agrina a altas concentraciones.

En determinadas realizaciones, un agente terapéutico relacionado con biglicano disminuye el dafio muscular in vivo.

El agente terapéutico relacionado con biglicano puede ser una proteina o un derivado de la misma, un péptido
mimético o derivado del mismo, o un &cido nucleico (por ejemplo, un acido nucleico que codifica un polipéptido
mutante de biglicano). En general, el agente terapéutico relacionado con biglicano tiene las caracteristicas
requeridas, por ejemplo, unioén a a-sarcoglicano y/u otros componentes del DAPC.

En determinadas realizaciones, el agente terapéutico relacionado con biglicano comprende una o mas de las
siguientes secuencias de aminodcidos: IQAIEFEDL (SEQ ID NO:1); LGLGFNEIR (SEQ ID NO:2); y
TSYHGISLFNNPVNYWDVL (SEQ ID NO:3), o secuencias de amino acidos relacionadas con las mismas, tales
como secuencias de aminoacidos del ortélogo de mamifero de la proteina de Torpedo a partir de la cual se
obtuvieron estas secuencias de aminodacidos. El agente terapéutico relacionado con biglicano preferentemente
contiene estas tres secuencias 0 secuencias relacionadas con las mismas. Por ejemplo, el agente terapéutico
relacionado con biglicano puede comprender una 0 mas de las siguientes secuencias de aminoécidos, que forman
parte de biglicano humano: IQAIELEDL (SEQ ID NO:4); LGLGHNQIR (SEQ ID NO:5); y AYYNGISLFNNPVPYWEVQ
(SEQ ID NO:6).

Aungue las composiciones que incluyen, y los métodos que usan, DAG-125 de Torpedo estan dentro del alcance de
la presente divulgacion, las composiciones y los métodos preferidos son los que se refieren a homdélogos mamiferos,
incluidos los vertebrados, de DAG-125 de Torpedo, denominados en el presente documento ortélogos de DAG-125
de Torpedo. Los ortologos preferidos de DAG-125 de Torpedo son ortélogos humanos, de roedores, murinos,
caninos, felinos, ovinos y bovinos. El ortélogo de mamiferos de DAG-125 es biglicano.

Se puede aislar un ortélogo de mamifero de DAG-125 de Torpedo rastreando bibliotecas con sondas que contienen
secuencias de nuclettidos que codifican una 0 méas de las SEQ ID NO: 1-3. Estan disponibles muchos otros
métodos para clonar el ortélogo de mamifero de DAG-125 de Torpedo. Por ejemplo, se pueden producir los
anticuerpos contra DAG-125 de Torpedo y usarse para explorar bibliotecas de expresion de mamiferos. La
identificacion de las proteinas clonadas como ortélogos de mamifero de DAG-125 deTorpedo puede establecerse
realizando los mismos ensayos bioldgicos que los descritos en los Ejemplos que emplean DAG-125 deTorpedo.
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Por lo tanto, los polipéptidos proporcionados en el presente documento también pueden ser miembros de la familia
de proteoglicanos pequefios ricos en leucina (SLRP), también denominados "proteoglicanos de dermatan sulfato
pequefios o no reductores" debido a su incapacidad para interactuar con hialuronano, o debido a su tipo de
glicosaminoglicanos, respectivamente. Los SLRP estan organizados en tres clases basadas en su organizacion de
proteinas y gendmica. Todos los SLRP se caracterizan por un dominio central que contiene repeticiones ricas en
leucina (LRR) flanqueadas a ambos lados por pequefios grupos de cisteina. Los SLRP se describen, por ejemplo, en
lozzo et al. (1998) Ann. Rev. Biochem. 67:609, especificamente incorporado al presente documento como
referencia.

Los nucleos de proteina de SLRP varian de ~ 35-45 kD con una o dos cadenas de GAG unidas en el extremo N-
terminal. La estructura general del nicleo de proteina de SLRP consiste en una matriz en tdndem de 6-10
repeticiones ricas en leucina (LRR) flanqueadas por dominios con cisteinas conservadas unidas por disulfuro.
Dependiendo de la extension de la glicosilacién y del nimero de cadenas de GAG, el peso molecular nativo oscila
entre ~ 100-250 kD. Basandose en su homologia de secuencia, 10zzo, citado anteriormente, ha propuesto que los
SLRP se agrupen en tres clases que consisten en: 1) biglicano y decorina; 2) fibromodulina, lumicano, keratocano,
PREPLP y osteoadherina; y 3) epificano y osteoglicina. La caracteristica mas convincente del ntcleo de proteina de
los SLRP son las LRR. Dichas repeticiones (24 aa cada una en los SLRP) median las interacciones proteina-
proteina en una amplia variedad de contextos intracelulares, transmembrana y extracelulares (Kobe & Deisenhofer,
(1994) Trends Biochem. Sci. 19: 415-21). El sitio de union a neurotrofina en trkB, por ejemplo, es una LRR (Windisch
et al., (1995) Biochemistry 34: 11256-63). Se cree que las repeticiones tienen una estructura general de una hélice a
seguida de una lamina beta en una matriz antiparalela, aunque el andlisis de secuencias ha sugerido que este orden
podria revertirse en los SLRP (Hocking et al., (1998) Matrix Biol. 17: 1-19). Es probable que los restos conservados
de cada repeticion dicten su estructura secundaria, mientras que los aminoacidos intermedios determinan la
especificidad de la unién del ligando.

Los SLRP adecuados para su uso en los métodos de la presente invencién incluyen mutantes de SLRP de Clase |,
tales como biglicano y decorina. Las secuencias de aminoacidos parciales de DAG-125, el proteoglicano de Torpedo
gue se mostré que se unia a a-distroglicano (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. 6.864.236) muestra una
fuerte homologia con biglicano humano: se encontr6 una identidad del 78 % en una secuencia total de 37
aminoacidos. El biglicano de roedores, cerdos y seres humanos son > 95 % idénticos. La decorina y biglicano de
seres humanos son Unicamente un 55 % idénticos. Tal homologia es consistente con decorina y biglicano teniendo
funciones compartidas y Unicas. Por lo tanto, aunque DAG-125 de Torpedo tiene una secuencia de aminoacidos que
se parece mas a la del biglicano humano, basandose en la similitud de estructura y funcién entre biglicano y
decorina, este Ultimo proteoglicano y sus derivados también pueden usarse para practicar los métodos del presente
documento.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de los genes y proteinas de biglicano y decorina de diversas especies
estan disponibles publicamente, como en GenBank. Por ejemplo, el biglicano humano se puede encontrar con el
namero de acceso de GenBank J04599 (hPGI humano que codifica el proteoglicano | de hueso pequefio (biglicano),
descrito en Fisher et al. (1989) J. Biol. Chem. 264: 4571; las SEQ ID NO: 7 -9 y M65154; el biglicano de vaca se
puede encontrar con el numero de acceso de GenBank L07953; el biglicano de rata se puede encontrar con el
numero de acceso de GenBank U17834, el biglicano de ratén se puede encontrar con los nimeros de acceso de
GenBank L20276 y X53928; el biglicano de oveja se puede encontrar con el nimero de acceso de GenBank
AF034842; la decorina humana se puede encontrar con el nUmero de acceso de GenBank M14219; el decorina de
conejo se puede encontrar con el nimero de acceso de GenBank 147020; la decorina de pollo se puede encontrar
con el nimero de acceso de GenBank P28675; la decorina de caballo se puede encontrar con el nimero de acceso
de GenBank AFO038; la decorina bovina se puede encontrar con el nimero de acceso de GenBank P21793; la
decorina de oveja se puede encontrar con el nimero de acceso de GenBank AF125041; y la decorina de rata se
puede encontrar con el niumero de acceso de GenBank Q01129. Las secuencias de biglicano y decorina y otros
SLRP pueden encontrarse en GenBank.

La decorina y biglicano tienen una y dos cadenas de glicosaminoglicanos (GAG), respectivamente. Su composicion
es especifica de tejido y puede regularse a varios niveles (Hocking et al., (1998) Matrix Biol 17: 1-19). Por ejemplo, el
GAG de biglicano de la piel y el cartilago es predominantemente dermatan sulfato, mientras que el biglicano
sintetizado en el hueso es un proteoglicano de condroitin sulfato. No se han comunicado las cadenas laterales de
heparan sulfato. Tanto el ndcleo de proteina como el tipo de célula contribuyen a la glicosilacion distintiva de estos
SLRP.

En determinadas realizaciones especificas, los agentes terapéuticos relacionados con biglicano incluyen proteinas
de fusién. Por ejemplo, un polipéptido de tipo biglicano o una porcién del mismo se puede fusionar a una porcion de
inmunoglobulina. Como alternativa, la proteina de fusién puede ser una combinacion entre dos o mas porciones de
proteoglicanos, por ejemplo, una porciéon de una molécula de biglicano fusionada a una porcién de una molécula de
decorina.

En determinadas realizaciones especificas, el agente terapéutico relacionado con biglicano incluye porciones y
fragmentos de biglicano. Una porcién normalmente tiene al menos 5, 10, 15 o 20 aminoacidos de longitud. Las
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porciones preferidas son suficientes para ejercer una actividad bioldgica, tal como la interaccidon con un componente
del DAPC. Las porciones pueden comprender o consistir en uno o mas dominios especificos de una proteina. Los
dominios de biglicano y decorina incluyen dos regiones ricas en cisteina (incluidas en los aminoacidos 40-50 N-y C-
terminal del biglicano maduro) y repeticiones ricas en leucina (LRR). La "region LRR" se refiere a la region de
biglicano que contiene las repeticiones y consiste esencialmente en los aminoacidos 81-314. Cada repeticion
individual se denomina en el presente documento "LRR". Se cree que las LRR median las interacciones proteina:
proteina y, por lo tanto, pueden ser suficientes para estabilizar los DAPC y las membranas postsinapticas.
Basandose al menos en la observacién de que biglicano se une a MuSK, se cree que las LRR estan involucradas en
la mediacion de la interaccion de biglicano con MuSK y pueden estar implicadas en la mediacién de la fosforilacion
de MuSK.

En una realizacion especifica, la presente divulgacion proporciona un agente terapéutico relacionado con biglicano
gue consiste en una porcién de biglicano capaz de unirse a un sarcoglicano. Se ha demostrado que el dominio de
unién al a-sarcoglicano del biglicano humano se localiza en el dominio N-terminal de la proteina biglicano madura,
es decir, en los aminoacidos 38-80, y mas especificamente, en los aminoacidos 38-58 de la SEQ ID NO: 9. También
se ha demostrado que el dominio C-terminal rico en cisteina media la interaccidon con el y-sarcoglicano. Por
consiguiente, un agente terapéutico relacionado con biglicano puede incluir porciones (fragmentos) de biglicano que
consisten en el dominio N-terminal o C-terminal rico en cisteina, es decir, en los aminoacidos 38-80 y 315-368 de la
SEQ ID NO: 9. También se describen en este documento las combinaciones de ciertos dominios de biglicano. Por
ejemplo, los fragmentos de biglicano pueden consistir en al menos aproximadamente 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150 o 200 aminoacidos. Las porciones cortas de agentes terapéuticos relacionados con biglicano se denominan
"agentes terapéuticos relacionados con mini-biglicanos".

El biglicano humano de tipo salvaje consiste en 368 aminoacidos (SEQ ID NO: 9), de los cuales los aminoacidos 1-
19 constituyen un péptido sefial (nimero de acceso de GenBank NP 001702 y Fisher et al., anteriormente citados).
Por lo tanto, el biglicano humano de tipo salvaje sin un péptido sefial consiste en los aminoacidos 20-368 de la SEQ
ID NO: 9. La proteina madura de biglicano consiste en los aminoacidos 38-368 de la SEQ ID NO: 9, ya que los
aminoacidos 1-37, que son un pre-propéptido, se escinden durante el procesamiento. Los aminoacidos 38-80
corresponden a la regién N-terminal rica en cisteina. Acerca de los aminoacidos 81-314, corresponden a la regién de
repeticiones ricas en leucina, que contiene 10 repeticiones de aproximadamente 24 o 23 aminoacidos. El marco de
lectura abierto en el ADNc que codifica biglicano humano corresponde a los nucleétidos 121-1227 de la SEQ ID NO:
7 y se representa como la SEQ ID NO: 8. La secuencia de nucledétidos que codifica una forma madura de biglicano
consiste en los nucleétidos 232-1227 de la SEQ ID NO: 7.

El agente terapéutico relacionado con biglicano puede estar relacionado con una forma madura del nicleo de
biglicano, es decir, sin el péptido sefial, o con el biglicano de longitud completa con el péptido sefial, siempre que las
dos serinas glicanadas del nucleo de biglicano sean eliminadas o reemplazadas por otros aminoacidos como se
describe en el presente documento.

Los agentes terapéuticos relacionados con biglicano preferidos estan codificados por secuencias de nucleétidos que
son al menos aproximadamente 70 %, preferentemente al menos aproximadamente 80 %, incluso mas
preferentemente al menos aproximadamente 85 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente
95 %, al menos aproximadamente 98 %, o incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente 99 % idénticas a
la secuencia de nucleétidos de un SLRP, por ejemplo, biglicano, u ortélogo del mismo, o parte del mismo.

Los acidos nucleicos preferidos divulgados en el presente documento incluyen los que codifican un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 70 %, preferentemente al menos
aproximadamente 80 9%, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 85 %, al menos
aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente un 98 %, o incluso mas
preferiblemente al menos aproximadamente 99 % idéntica a la secuencia de nucleétidos de un SLRP, por ejemplo,
biglicano (p. €j., la SEQ ID NO: 7 u 8 que codifica biglicano humano) o DAG-125 u ortélogo del mismo, parte del
mismo, siempre que las dos serinas glicanadas del nucleo de biglicano sean eliminadas o reemplazadas por otros
aminoacidos como se describe en el presente documento. En una realizacion, el acido nucleico codifica un
polipéptido que contiene una o mas de las SEQ ID NO: 1-3 o las SEQ ID NO: 4-6 0 9.

Otro aspecto de la presente divulgacién proporciona un acido nucleico que se hibrida en condiciones rigurosas con
un &cido nucleico que codifica un agente terapéutico relacionado con biglicano, por ejemplo, que tiene una o mas de
las SEQ ID NO: 1 a 6 0 9, o un complemento de las mismas. Las condiciones de rigurosidad apropiadas que
promueven la hibridacion de ADN, por ejemplo, 6,0 x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente
45°C, seguido por un lavado de SSC 2,0 x a 50 °C, son conocidas por los expertos en la materia 0 se pueden se
encontrar en Protocolos actuales en Biologia Molecular, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Por ejemplo, la
concentracion salina en la etapa de lavado puede seleccionarse de una baja rigurosidad de aproximadamente SSC
2,0 x a 50 °C hasta una alta rigurosidad de aproximadamente SSC 0,2 x a 50 °C. Ademas, la temperatura en la
etapa de lavado puede aumentarse de condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente, aproximadamente
22 °C, hasta condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente 65 °C. Tanto la temperatura como la sal pueden
variarse, o la temperatura o la concentracion salina pueden mantenerse constantes mientras se cambia la otra
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variable. En realizaciones preferidas, un acido nucleico que codifica un polipéptido relacionado con biglicano se unira
a una de las SEQ ID NO: 1 a 6 0 a un complemento de las mismas 0 a un acido nucleico que codifica un SLRP en
condiciones moderadamente rigurosas, por ejemplo a aproximadamente 2,0 x SSC y aproximadamente 40 °C. En
una realizacion particularmente preferida, un acido nucleico de acuerdo con la presente divulgacion hibridara con
una secuencia de nucleétidos que codifica una de las SEQ ID NO: 1 a 6 0 9, tal como un acido nucleico que tiene la
SEQ ID NO: 7 u 8, o un complemento del mismo en condiciones de alta rigurosidad.

Diversos métodos para preparar los polipéptidos y acidos nucleicos desvelados en el presente documento son bien
conocidos en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido o acido nucleico puede aislarse a partir de un tejido o el
compuesto puede producirse de forma recombinante o sintética. Las proteinas aisladas de tejido son
preferentemente al menos aproximadamente 70 %, preferentemente al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 85 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 98 % y mas preferentemente, al menos aproximadamente 99 % puras. Por consiguiente, los
polipéptidos preferidos pueden contener menos de aproximadamente 1 %, e incluso mas preferentemente menos de
aproximadamente 0,1 % de material del que se extrajo el polipéptido.

El polipéptido terapéutico relacionado con biglicano también se puede producir de forma recombinante. Por lo
general, un gen que codifica la proteina se inserta en un plasmido o vector y la construccién resultante se transfecta
a continuacion en células apropiadas, en las que la proteina se expresa a continuacion y a partir de la cual la
proteina se purifica finalmente. Los métodos para producir y purificar los biglicanos se analizan en Mercado et al.
(“Biglycan regulates the expression and sarcolemmal localization of dystrobrevin, syntrophin, and nNOS.” Faseb J.
2006). Los polipéptidos relacionados con biglicano también se pueden purificar de acuerdo con el método del
Ejemplo 3. En algunas realizaciones, el método del Ejemplo 3 se combina con etapas de purificacion adicionales.
Estas etapas pueden utilizar, por ejemplo, resinas de intercambio iénico.

Por consiguiente, la presente descripcion se refiere ademas a métodos de produccién de las proteinas divulgadas.
Por ejemplo, una célula hospedadora transfectada con un vector de expresion que codifica una proteina de interés
puede cultivarse en condiciones apropiadas para permitir que se produzca la expresion de la proteina. Las células
autélogas pueden cultivarse en, por ejemplo, matraces de agitacion o biorreactores. La proteina puede ser
secretada, mediante la inclusién de una secuencia de sefial de secrecion, y aislada de una mezcla de células y
medio que contiene la proteina. Como alternativa, la proteina puede retenerse citoplasmaticamente y las células se
cosechan, se lisan y se aisla la proteina. Un cultivo celular incluye células hospedadoras, medio y (generalmente)
subproductos celulares. Los medios adecuados para el cultivo celular son bien conocidos en la técnica. Las
proteinas pueden aislarse del medio de cultivo celular, de las células hospedadoras o de ambos. Se conocen
procedimientos en la técnica para purificar proteinas, incluyendo cromatografia de intercambio iénico, cromatografia
de filtraciéon en gel, ultrafiltracion, electroforesis y purificacion por inmunoafinidad con anticuerpos especificos para
epitopos particulares de la proteina.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora es una célula de mamifero, por ejemplo, una célula humana o una
célula de roedor. Ejemplos de lineas celulares hospedadoras incluyen células HEK 293 (rifiédn embrionario humano)
0 células CHO (ovario de hamster chino) tales como células CHO-S.

Por lo tanto, puede usarse una secuencia codificante para un polipéptido terapéutico relacionado con biglicano para
producir una forma recombinante de la proteina a través de procesos celulares microbianos o eucariotas. La unién
de la secuencia de polinucleétidos a una construccion génica, tal como un vector de expresion, y la transformacion o
transfeccion en hospedadoras, ya sean eucariotas (levaduras, de aves, de insectos o de mamiferos) o procariotas
(células bacterianas), son procedimientos convencionales.

Los vehiculos de expresion para la produccion de una proteina recombinante incluyen plasmidos y otros vectores.
Por ejemplo, los vectores adecuados para la expresion de las proteinas de fusion instantaneas incluyen plasmidos
de los tipos: plasmidos derivados de pBR322, plasmidos derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX,
plasmidos derivados de pBTac y plasmidos derivados de pUC para la expresion en células procariotas, tal como E.
coli.

Existen varios vectores para la expresion de proteinas recombinantes en levadura. Por ejemplo, YEP24, YIP5,
YEP51, YEP52, pYES2 y YRP17 son vehiculos de clonacién y expresion (tiles en la introduccion de construcciones
genéticas en S. cerevisiae (véase, por ejemplo, Broach et al.,, (1983) en Experimental Manipulation of Gene
Expression, ed. M. Inouye Academic Press, p. 83, que se ha incorporado por referencia al presente documento).
Estos vectores pueden replicarse en E. coli debido a la presencia del ori pBR322 y en S. cerevisiae debido al
determinante de la replicacion del plasmido de 2 micras de levadura. Ademas, se pueden usar marcadores de
resistencia a farmacos tales como ampicilina.

La proteina se puede producir en células eucariotas, por ejemplo, células de mamifero, células de levadura, célula
de insecto (sistema de baculovirus) o en células procariotas.

Las células que pueden usarse para producir un agente terapéutico relacionado con biglicano pueden modificarse

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2691443 T3

adicionalmente para aumentar el nivel y/o la actividad de una enzima que cataliza modificaciones postraduccionales,
por ejemplo, glicosilaciones o sulfonaciones. Por ejemplo, una célula puede transformarse o cotransfectarse con una
construccion de expresion que codifica una sulfotransferasa, por ejemplo, una condroitin sulfotransferasa, por
ejemplo, una condroitin-6-sulfotransferasa (C6ST; Fukuta et al. (1995) J. Biol. Chem. 270: 18575), o una
sulfotransferasa implicada del sistema nervioso (NSIST), descrito en Nastuk et al. (1998) J. Neuroscience 18: 7167.

En algunas realizaciones, una proteina recombinante como se describe en el presente documento, tal como
biglicano o decorina, se produce como epitopo marcado, lo que facilita la coinmunoprecipitacion y los estudios de
unién. Una etiqueta apropiada es la etiqueta his. Por ejemplo, una proteina, como se describe en el presente
documento, puede producirse en una célula eucariota usando el sistema de expresion del virus vaccinia/bacteriéfago
T7. Un virus vaccinia recombinante, vBGN4 que codifica el polipéptido relacionado con biglicano, por ejemplo, una
proteina madura de biglicano, se puede expresar como una proteina de fusion de polihistidina bajo el control del
promotor del fago T7 y se expresa, por ejemplo, en células HT-1080 y células UMR106, como se describe en
Hocking et al. (1996) J Biol Chem 271: 19571-7. También hay beneficios en el uso de una proteina sin etiquetar, ya
gue una proteina no etiquetada es generalmente menos propensa a generar una respuesta inmunitaria cuando se
administra a un sujeto.

Se pueden obtener lineas celulares inmortalizadas, por ejemplo, lineas celulares musculares, tales como lineas
celulares biglicano negativas, tal como se describe en Jat et al., PNAS (1991) 88: 5096 100; Noble et al., (1992)
Brain Pathology 2: 39-46. En una realizacién, se usa un ratdén transgénico H-2K PtsA58. Este raton es un
heterocigoto que alberga un gen de inmortalizacion termolabil (el mutante tsA58 del antigeno T SV40 grande) bajo el
control de un promotor inducible por interferén (este ratén esta disponible en Charles River). Cuando se cultivan las
células que contienen este gen, proliferan indefinidamente a 33°C en presencia de interferon. Sin embargo, cuando
la temperatura sube a 39°C (a esta temperatura el antigeno tsA58 no es funcional) y se elimina el interferén, las
células dejan de dividirse.

Este método se ha utilizado para cultivar una amplia variedad de tipos celulares, incluidos astrocitos, osteoclastos,
red trabecular y células epiteliales de colon (Chambers et al., (1993) PNAS 90: 5578-82; Groves et al., (1993) Dev.
Biol. 159: 87-104; Whitehead et al., (1993) PNAS 90: 587-91; Noble et al., (1995) Transgenic Res. 4: 215-25; Tamm
et al., (1999) Invest. Ophtamol. Vis. Sci. 40: 1392-403. Esta técnica es muy adecuada para la produccion de lineas
celulares musculares. Por ejemplo, en un solo estudio, se derivaron 65 lineas celulares musculares de animales que
variaban en edad desde recién nacidos hasta cuatro semanas (Morgan et al., (1994) Dev. Biol. 162 486-98). Estas
lineas se mantuvieron durante mas de 80 generaciones. De manera destacable, no solo formaron miotubos cuando
se cambiaron a condiciones no permisivas en cultivo, sino que también formaron muasculo cuando se implantaron en
ratones hospedadores. El método transgemco H- 2Kb/tsA58 también fue utilizado por D. Glass y colaboradores para
producir una linea celular muscular MuSK 7 (Sugiyama et al., (1997) J. Cell Biol. 139: 181-91).

Para producir lineas celulares inmortalizadas condicionalmente, los ratones que tienen una mutacion especmca por
ejemplo, una deficiencia en biglicano o MuSK, se pueden cruzar con ratones heterocigotos H-2K ®/tsAS8
transgénicos. Los cruces son sencillos ya que solo se necesita una copia del gen para una actividad completa. Las
células musculares de animales neonatales se pueden cultivar en placas y cultivar en condiciones permisivas (33°C
con interferdn). Las células proliferativas se pueden clonar y las muestras de cada linea se cambian a la temperatura
no permisiva y se evalua su capacidad para formar miotubos. Las lineas celulares tipo salvaje; decorina™; biglicano-
/o)y decorina™ blgllcano son ejemplos de lineas celulares que se pueden obtener utilizando esta técnica.

Los compuestos descritos en el presente documento también pueden ser péptidos miméticos que se pueden
preparar, por ejemplo, basandose en la estructura de biglicano.

Ciertos métodos para tratar sujetos con un agente terapéutico relacionado con biglicano comprenden la
administracion de las proteinas descritas en el presente documento al sujeto. Sin embargo, las proteinas también se
pueden producir en un sujeto, mediante técnicas de terapia génica. Por lo tanto, por ejemplo, un sujeto puede recibir
una inyeccion en un musculo (por ejemplo, cuando el sujeto tiene una distrofia muscular) de un vector que codifica
una proteina terapéutica relacionada con biglicano, de modo que el vector es capaz de entrar en las células
musculares y expresarse en ellas. Como alternativa, el vector puede ser un vector viral, que esta provisto con la
capside viral y el virus infecta las células, por ejemplo, las células musculares y por lo tanto libera el vector. Los
métodos y vectores para terapia génica son bien conocidos en la técnica. Los métodos ilustrativos se exponen a
continuacion.

Los vectores de expresion de mamifero preferidos contienen tanto secuencias procariotas para facilitar la
propagacion del vector en bacterias como una o mas unidades de transcripcidn eucariotas que se expresan en
células eucariotas. Los vectores derivados de pcDNAl/amp, pcDNAI/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr,
pTk2, pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo y pHyg son ejemplos de vectores de expresion de mamifero adecuados
para la transfeccion de células eucariotas. Algunos de estos vectores se modifican con secuencias de plasmidos
bacterianos, tales como pBR322, para facilitar la replicacion y la selecciéon por resistencia a farmacos tanto en
células procariotas como en células eucariotas. Como alternativa, pueden usarse derivados de virus tales como el
virus del papiloma bovino (BPV-1) o el virus Epstein-Barr (pHEBo, derivado de pREP y p205) para la expresion
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transitoria de proteinas en células eucariotas. Los ejemplos de otros sistemas de expresion virales (que incluyen
retrovirales) se pueden encontrar a continuacién en la descripcion de los sistemas de administracién de terapia
génica. Los diversos métodos empleados en la preparacion de los plasmidos y la transformacién de los organismos
hospedadores son bien conocidos en la técnica. Para otros sistemas de expresion adecuados tanto para células
procariotas como para células eucariotas, asi como los procedimientos de recombinacidon generales, véase
Molecular Cloning:A Laboratory Manual, 22 Ed., ed. por Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989) Capitulos 16 y 17. En algunos casos, puede ser deseable expresar las proteinas de fusion
recombinantes por el uso de un sistema de expresion de baculovirus. Los ejemplos de dichos sistemas de expresién
de baculovirus incluyen vectores derivados de pVL (tales como pVL1392, pVL1393 y pVL941), vectores derivados de
pAcUW (tales como pAcUW1) y vectores derivados de pBlueBac (tales como el pBlueBac Il que contiene -gal ).

En otras realizaciones mas, las construcciones de expresion objeto se derivan mediante la insercion del gen objeto
en vectores virales que incluyen retrovirus recombinantes, adenovirus, virus adenoasociados y virus-1 de herpes
simple, o plasmidos recombinantes bacterianos o eucariotas. Como se describe con mayor detalle en lo sucesivo,
tales realizaciones de las construcciones de expresion objeto se contemplan especificamente para su uso en
diversos protocolos de terapia génica in vivo y ex vivo.

Los vectores de retrovirus y los vectores de virus adenoasociados se conocen generalmente como el sistema de
administracion de genes recombinantes de eleccién para la transferencia de genes exégenos in vivo, particularmente
en seres humanos. Estos vectores proporcionan una administracion eficaz de genes en las células y los acidos
nucleicos transferidos se integran de forma estable en el ADN cromosémico del hospedador. Un requisito previo
importante para el uso de retrovirus es garantizar la seguridad de su uso, particularmente con respecto a la
posibilidad de propagacién de virus de tipo salvaje en la poblacion celular. El desarrollo de lineas celulares
especializadas (denominadas "células empaquetadoras") que producen solo retrovirus con replicacion defectuosa ha
aumentado la utilidad de los retrovirus para la terapia génica y los retrovirus defectuosos estan bien caracterizados
para su uso en la transferencia génica con fines de terapia génica (para una revisiéon véase Miller, A.D. (1990) Blood
76:271). Por lo tanto, se puede construir un retrovirus recombinante en el que parte de la secuencia de codificacion
retroviral (gag, pol, env) ha sido reemplazada por acido nucleico que codifica una proteina relacionada con biglicano,
haciendo que la replicacion del retrovirus sea defectuosa. El retrovirus con replicacion defectuosa se empaqueta a
continuacion en viriones que se pueden usar para infectar una célula diana mediante el uso de un virus auxiliar a
partir de técnicas convencionales. Los protocolos para producir retrovirus recombinantes y para infectar células in
vitro o in vivo con tales virus se pueden encontrar en Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F.M. et al.,
(eds.) Greene Publishing Associates, (1989), secciones 9.10-9.14 y otros manuales de laboratorio convencionales.
Los ejemplos de retrovirus adecuados incluyen pLJ, pZIP, pWE y pEM que son bien conocidos por los expertos en la
materia. Los ejemplos de lineas de virus de empaquetamiento adecuadas para preparar tanto sistemas retrovirales
ecotropicos como anfotrépicos incluyen SYMBOL 121 \f "Symbol"Crip, SYMBOL 121 \f "Symbol"Cre, SYMBOL 121 \f
"Symbol"2 and SYMBOL 121 \f "Symbol"Am. Los retrovirus se han usado para introducir varios genes en muchos
tipos de células diferentes, incluyendo células neuronales, células epiteliales, células endoteliales, linfocitos,
mioblastos, hepatocitos, células de la médula 6sea, in vitro y/o in vivo (véase por ejemplo Eglitis et al., (1985)
Science 230:1395-1398; Danos y Mulligan, (1988) PNAS USA 85:6460-6464; Wilson et al., (1988) PNAS USA
85:3014-3018; Armentano et al., (1990) PNAS USA 87:6141-6145; Huber et al., (1991) PNAS USA 88:8039-8043;
Ferry et al., (1991) PNAS USA 88:8377-8381; Chowdhury et al., (1991) Science 254:1802-1805; van Beusechem et
al., (1992) PNAS USA 89:7640-7644; Kay et al., (1992) Human Gene Therapy 3:641-647; Dai et al., (1992) PNAS
USA 89:10892-10895; Hwu et al., (1993) J. Immunol. 150:4104-4115; Patente de Estados Unidos N.° 4.868.116;
Patente de Estados Unidos N.° 4.980.286; la solicitud de PCT WO 89/07136; la solicitud de PCT WO 89/02468; la
solicitud de PCT WO 89/05345; y la solicitud de PCT WO 92/07573).

Adicionalmente, se ha demostrado que es posible limitar el espectro de infeccidon de retrovirus y, en consecuencia,
de vectores basados en retrovirus, modificando las proteinas de empaquetamiento virales en la superficie de la
particula viral (véanse, por ejemplo, las publicaciones PCT W093/25234, W094/06920 y WQ94/11524 ). Por
ejemplo, las estrategias para la modificacion del espectro de infeccion de vectores retrovirales incluyen: acoplar
anticuerpos especificos para antigenos de superficie celular a la proteina env viral (Roux et al., (1989) PNAS USA
86: 9079-9083; Julan et al., (1992) J. Gen Virol 73:3251-3255; y Goud et al., (1983) Virology 163:251-254); o
acoplando ligandos de superficie celular a las proteinas env virales (Neda et al., (1991) J. Biol. Chem. 266:14143-
14146). El acoplamiento puede ser en forma de reticulacién quimica con una proteina u otra variedad (por ejemplo,
lactosa para convertir la proteina env en una asialoglicoproteina), asi como también mediante la generacion de
proteinas de fusion (por ejemplo, proteinas de fusién anticuerpo/env de cadena sencilla). Esta técnica, si bien es util
para limitar o dirigir la infeccion a ciertos tipos de tejidos, también se puede usar para convertir un vector ecotropico
en un vector anfotrépico.

Otro sistema de administracion de genes virales utiliza vectores derivados de adenovirus. El genoma de un
adenovirus se puede manipular de modo que codifique un producto génico de interés, pero se inactiva en términos
de su capacidad de replicarse en un ciclo de vida viral litico normal (véase, por ejemplo, Berkner et al., (1988)
BioTechniques 6:616; Rosenfeld et al., (1991) Science 252:431-434; y Rosenfeld et al., (1992) Cell 68:143-155).
Vectores adenovirales adecuados derivados de la cepa de adenovirus de tipo Ad 5 dI324 u otras cepas de
adenovirus (p.ej., Ad2, Ad3, Ad7 etc.) son bien conocidos por los expertos en la materia. Los adenovirus
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recombinantes pueden ser ventajosos en ciertas circunstancias porque no son capaces de infectar células que no se
dividen y pueden usarse para infectar una amplia variedad de tipos de células, incluido el epitelio de las vias
respiratorias (Rosenfeld et al., (1992) citado anteriormente), células endoteliales (Lemarchand et al., (1992) PNAS
USA 89:6482-6486), hepatocitos (Herz y Gerard, (1993) PNAS USA 90:2812-2816) y células musculares (Quantin et
al., (1992) PNAS USA 89: 2581-2584). Adicionalmente, la particula de virus es relativamente estable y susceptible
de purificacién y concentracion, y como se ha descrito anteriormente, puede modificarse para afectar el espectro de
infectividad. Ademas, el ADN adenoviral introducido (y ADN extrafio contenido en el mismo) no se integra en el
genoma de una célula hospedadora pero permanece episomal, evitando asi posibles problemas que pueden ocurrir
como resultado de la mutagénesis por insercidn en situaciones donde el ADN introducido se integra en el genoma
del hospedador (p.ej., ADN retroviral). Ademas, la capacidad de carga del genoma adenoviral para ADN extrafio es
grande (hasta 8 kilobases) con respecto a otros vectores de administracion génica (Berkner et al., citado
anteriormente; Haj-Ahmand and Graham (1986) J. Virol. 57: 267). La mayoria de los vectores adenovirales con
defectos de replicacion actualmente en uso y por lo tanto favorecidos para su uso en los métodos descritos en el
presente documento, se eliminan para todos o parte de los genes virales E1 y E3, pero retienen hasta el 80 % del
material genético adenovirico (véase, por ejemplo, Jones et al, (1979) Cell 16:683; Berkner et al., citado
anteriormente; y Graham et al., en Methods in Molecular Biology, E.J. Murray, Ed. (Humana, Clifton, NJ, 1991) vol. 7.
pp. 109-127). La expresion del gen quimérico insertado puede estar bajo el control de, por ejemplo, el promotor E1A,
el promotor tardio principal (MLP) y las secuencias lider asociadas, el promotor E3 viral, 0 secuencias promotoras
afiadidas exégenamente.

AUn otro sistema de vector viral Gtil para la administracién de los genes descritos en el presente documento es el
virus adenoasociado (AAV). El virus adenoasociado es un virus defectuoso de origen natural que requiere otro virus,
como un adenovirus o un virus del herpes, como virus auxiliar para la replicaciéon eficaz y para un ciclo de vida
productivo. (para una revisién, véase Muzyczka et al., Curr. Topics in Micro, and Immunol. (1992) 158:97-129).
También es uno de los pocos virus que puede integrar su ADN en células que no se dividen y exhibe una alta
frecuencia de integracion estable (véase, por ejemplo, Flotte et al., (1992) Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349-356;
Samulski et al., (1989) J. Virol. 63:3822-3828; y McLaughlin et al., (1989) J. Virol. 62:1963-1973). Los vectores que
contienen tan solo 300 pares de bases de AAV se pueden empaquetar y se pueden integrar. El espacio para ADN
exogeno esta limitado a aproximadamente 4,5 kb. Se puede usar un vector de AAV como el descrito en Tratschin et
al., (1985) Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260 para introducir ADN en las células. Se ha introducido varios acidos nucleicos
en diferentes tipos de células usando vectores de AAV (véase, por ejemplo, Hermonat et al., (1984) PNAS USA
81:6466-6470; Tratschin et al., (1985) Mol. Cell. Biol. 4:2072-2081; Wondisford et al., (1988) Mol. Endocrinol. 2:32-
39; Tratschin et al., (1984) J. Virol. 51:611-619; y Flotte et al., (1993) J. Biol. Chem. 268:3781-3790).

Otros sistemas de vectores virales que pueden tener aplicacion en la terapia génica se han derivado del virus del
herpes, virus vaccinia y varios virus ARN. En particular, los vectores del virus del herpes pueden proporcionar una
estrategia Unica para la persistencia del gen recombinante en las células del sistema nervioso central y en el tejido
ocular (Pepose y col., (1994) Invest Ophthalmol Vis Sci 35: 2662-2666).

Ademas de los métodos de transferencia viral, tales como los ilustrados anteriormente, también se pueden emplear
métodos no virales para provocar la expresién de una proteina terapéutica relacionada con biglicano en el tejido de
un animal. La mayoria de los métodos no virales de transferencia de genes se basan en los mecanismos normales
utilizados por las células de mamiferos para la captacién y el transporte intracelular de macromoléculas. En
determinadas realizaciones, los sistemas de administracion de genes no virales se basan en las vias endociticas
para la captacion del gen por parte de la célula diana. Los sistemas de administracién génica a modo de ejemplo de
este tipo incluyen sistemas derivados de liposomas, conjugados de poli-lisina y envolturas viricas artificiales.

En una realizacion representativa, un gen que codifica una proteina de interés puede quedar atrapado en liposomas
que llevan cargas positivas en su superficie (por ejemplo, lipofectinas) y (opcionalmente) que estan marcados con
anticuerpos contra antigenos de superficie celular del tejido diana (Mizuno et al., (1992) No Shinkei Geka 20: 547-
551; Publicacion PCT W091/06309; solicitud de patente japonesa 1047381; y publicacién de patente europea EP-A-
43075). Por ejemplo, la lipofeccion de células musculares, neuronales o cardiacas puede llevarse a cabo utilizando
liposomas marcados con anticuerpos monoclonales contra antigenos especificos asociados a tejidos (Mizuno et al.,
(1992) Neurol. Med. Chir. 32:873-876).

En aln otra realizacion ilustrativa, el sistema de administracion de genes comprende un anticuerpo o ligando de
superficie celular que esta reticulado con un agente de unién a genes tal como poli-lisina (véase, por ejemplo, las
publicaciones PCT WQ93/04701, W092/22635, W092/20316, W092/19749 y W092/06180 ). Por ejemplo,
cualquiera de las construcciones génicas en cuestién se puede usar para transfectar células especificas in vivo
usando un vehiculo de polinucleétidos soluble que comprende un anticuerpo conjugado con un polication, por
ejemplo, poli-lisina (véase la patente de EE.UU. 5.166.320). También se apreciara que la administracion eficaz de
las construcciones de acido nucleico en cuestion mediante endocitosis puede mejorarse usando agentes que
mejoran el escape del gen de las estructuras endosomales. Por ejemplo, se pueden usar adenovirus enteros o
péptidos fusogénicos del producto del gen HA de la gripe como parte del sistema de administracién para inducir una
disrupcién eficaz de los endosomas que contienen ADN (Mulligan et al., (1993) Science 260-926; Wagner et al.,
(1992) PNAS USA 89:7934; y Christiano et al., (1993) PNAS USA 90:2122).
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Los acidos nucleicos que codifican proteinas relacionadas con biglicano también se pueden administrar a un sujeto
como ADN "desnudo", como se describe, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N° 5.679.647 y patentes
relacionadas por Carson et al., en WO 90/11092 y Felgner et al. (1990) Science 247: 1465.

En entornos clinicos, los sistemas de administracion de genes se pueden introducir en un paciente por cualquiera de
una serie de métodos. Por ejemplo, una preparacion farmacéutica del sistema de administracion génica puede
introducirse sistémicamente, por ejemplo, mediante inyeccidén intravenosa y la transduccion especifica de la
construccién en las células diana ocurre predominantemente a partir de la especificidad de la transfeccion
proporcionada por el vehiculo de suministro del gen, por el tipo de célula o por la expresién de tipo de tejido debido a
las secuencias reguladoras de la transcripcion que controlan la expresion del gen, o una combinacion de los mismos.
En otras realizaciones, la administracion inicial del gen recombinante es mas limitada, siendo la introduccion en el
animal bastante localizada. Por ejemplo, el vehiculo de suministro de genes se puede introducir mediante catéter
(véase la patente de Estados Unidos 5.328.470) o mediante inyeccidn estereotactica (por ejemplo, Chen et al.,
(1994) PNAS USA 91: 3054-3057).

El gen que codifica el péptido terapéutico relacionado con biglicano puede estar bajo el control de un promotor
constitutivo o inducible. Estos son bien conocidos en la técnica.

Los métodos para determinar si un compuesto tiene una actividad biolégica de una proteina de biglicano de tipo
salvaje son conocidos en la técnica. Se pretende que una actividad biolégica de una proteina de biglicano de tipo
salvaje se refiera a una o mas de: la capacidad de mantener la integridad de una membrana plasmatica; la
capacidad de estabilizar los DAPC en las membranas plasmaticas; la capacidad de unirse a uno o mas
componentes de los DAPC; por ejemplo, unién a a-distroglicano, unién a un componente de sarcoglicano, tal como
a-sarcoglicano; fosforilacion de a-sarcoglicano; unién a MuSK; unién al colageno VI que estimula la formacion de
uniones neuromusculares, como por estimulacion de la diferenciacion postsinaptica; estimulacion de la agregacién
de AChR; estimulacién de la fosforilacion de MuSK o potenciacion de la fosforilacién de MuSK inducida por agrina.
Dichos métodos pueden adaptarse adicionalmente para rastrear bibliotecas de compuestos para identificar
compuestos que tienen una o mas de las actividades descritas anteriormente.

La descomposicién de las membranas citoplasmaticas, por ejemplo, la presencia de "membranas permeables"
puede determinarse mediante ensayos que miden la liberacion de creatina quinasa o la absorcién del colorante azul
de Evans, como se describe, por ejemplo, en Tinsley et al. (1996) Nature 384:349 y Straub et al. (1997) J. Cell Biol.
139: 375).

Los agentes terapéuticos relacionados con biglicano también se pueden probar en varios modelos animales, en
particular, los ratones mdx, que son distrofina negativos (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.°
7.612.038).

IV. Métodos de tratamiento

La presente divulgacién proporciona métodos terapéuticos y profilacticos para el tratamiento de trastornos que
incluyen trastornos musculares, neuromusculares, neuroldgicos y relacionados con colageno VI. Los métodos
terapéuticos estan destinados a eliminar o al menos reducir al menos un sintoma de una enfermedad o trastorno y
preferentemente curar la enfermedad o trastorno. Los métodos profilacticos incluyen aquellos destinados a prevenir
la aparicion de una enfermedad o trastorno, es decir, un método que esta destinado a combatir la aparicion de la
enfermedad o trastorno.

Se demostro que el biglicano de tipo salvaje se une a a-distroglicano y a sarcoglicanos y por lo tanto funciona como
un enlace entre varios componentes del DAPC. Adicionalmente, se descubrié que los niveles de biglicano son altos
en células musculares de ratones que carecen de distrofina (ratones mdx, que son un modelo de distrofia muscular).
Debido a que se sabe que la ausencia de distrofina en las células musculares desestabiliza la membrana
citoplasmatica, la regulacion positiva del biglicano en las células musculares distrofina negativas puede ser un
mecanismo compensatorio para la ausencia de distrofina. Por consiguiente, en determinadas realizaciones, la
presente divulgacién proporciona métodos para prevenir y tratar enfermedades o trastornos que estan asociados a la
inestabilidad o la organizacién de la membrana plasmatica, en particular, una inestabilidad resultante de un DAPC
anormal en la membrana plasmatica. Debido a que el DAPC se encuentra en la membrana de las células
musculares, las enfermedades que pueden tratarse usando los métodos de la presente invencién incluyen
enfermedades del muasculo, tales como distrofias musculares y atrofia muscular.

En ese sentido, un camino prometedor para el tratamiento y potencialmente una cura para la distrofia muscular es la
activacion de un mecanismo compensatorio endégeno basado en la expresion regulada de la utrofina. La utrofina es
un homodlogo de la distrofina que comparte numerosas propiedades estructurales y funcionales con ella. Sin
embargo, tanto en el misculo normal como en el de Duchenne, la utrofina solo se expresa en una fracciéon de la
membrana muscular: la unién neuromuscular y la unién miotendinosa. La mayor parte de la membrana no tiene
utrofina. Sin embargo, en modelos animales se ha demostrado que la expresion forzada de utrofina en musculos que
carecen de distrofina conduce a la restauracion del DAPC en la membrana muscular y al rescate del fenotipo
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distrofico. Debido a que el gen de utrofina es normal en pacientes con Duchenne, un método para activar su
expresion en musculo y/o dirigirlo a la membrana muscular podria servir para restaurar el DAPC en la membrana y
asi promover la salud de las células musculares.

Varias lineas de evidencia, muchas de ellas derivadas de observaciones realizadas por los inventores, indican que el
pequefio proteoglicano de biglicano rico en leucina podria usarse en un método para regular la expresion y
localizacién de utrofina. Se ha demostrado que la proteina agrina puede causar una regulacion positiva de la
expresion de utrofina y dirigirla a que se localice en dominios especificos de la superficie celular. El receptor de
sefializacidn para agrina es el receptor tirosina quinasa MuSK. Se ha observado que la agrina también puede inducir
la fosforilacién de tirosina de a- y y-sarcoglicano en miotubos cultivados. También se observé que el biglicano
también puede regular la fosforilacion de tirosina de a- y y-sarcoglicano. Ademas, el receptor tirosina quinasa MuSK
es necesario para esta fosforilacion de tirosina inducida por biglicano de estas proteinas. Ademas, el biglicano puede
unirse a MuSK. Estas observaciones indican que el biglicano puede actuar directamente para organizar el DAPC,
incluida la utrofina, en la superficie de la célula muscular.

Por lo tanto, la presente solicitud proporciona el tratamiento de estos trastornos con agentes terapéuticos
relacionados con biglicano que regulan positivamente la utrofina, activan MuSK y/o inducen la fosforilacién de
sarcoglicanos.

Simplemente para ilustrar, los agentes terapéuticos relacionados con biglicano (p. Ej., polipéptidos, péptidos o
péptidos miméticos) pueden administrarse a pacientes con distrofia muscular u otras afecciones en las que el
musculo se atrofia para regular positivamente la expresion génica de utrofina endégena y/o promover la localizacién
de utrofina en la membrana muscular. En dichas realizaciones, el polipéptido terapéutico relacionado con biglicano
puede administrarse en forma de un polipéptido en si mismo o como parte de una proteina de fusién, por ejemplo,
fusionada a una secuencia de anticuerpo humanizado o a una entidad vehiculo similar. Los polipéptidos terapéuticos
relacionados con biglicano pueden administrarse mediante procedimientos basados en &cidos nucleicos que
incluyen ADN de plasmido, en vectores virales o en otras modalidades en las que las secuencias de acido nucleico
qgue codifican los polipéptidos terapéuticos relacionados con biglicano se introducen en los pacientes. La
administracion de un agente terapéutico relacionado con biglicano puede servir para curar las fibras musculares
desde dentro dirigiendo la expresién incrementada y la localizacién regulada de la utrofina a la superficie de la célula
muscular con la restauracion concomitante del resto del complejo proteico asociado a la distrofina.

Adicionalmente, debido a que los DAPC también se encuentran en otros tipos de células, la presente divulgacion
también proporciona métodos para tratar enfermedades asociadas a cualquier DAPC anormal. Por ejemplo, los
DAPC estan presentes en el cerebro, y debido a que, ademas, se ha encontrado agrina en placas seniles en
pacientes con enfermedad de Alzheimer, también pueden tratarse o prevenirse las enfermedades neuroldgicas de
acuerdo con los métodos descritos en el presente documento. Una indicacién adicional de que los trastornos
neurolégicos pueden tratarse o prevenirse de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento se basa
en la observacion de que los pacientes con distrofia muscular a menudo también padecen trastorno del sistema
nervioso periférico y central. Por consiguiente, aproximadamente un tercio de los pacientes con distrofia muscular de
Duchenne tienen una afeccién mental, en particular, retraso mental. Por lo tanto, se cree que la distrofina, y por
consiguiente, los DAPC, juegan un papel en el sistema nervioso.

Los pacientes con distrofia muscular de Duchenne también tienen problemas de diafragma, lo que indica un papel
para la distrofina, y posiblemente los DAPC en los diafragmas. Por lo tanto, los compuestos descritos en el presente
documento también encontrarian una aplicacién en trastornos asociados a anomalias del diafragma.

Cabe sefalar que las enfermedades que pueden tratarse o prevenirse incluyen no solo aquellas en las que el
biglicano es anormal, sino mas generalmente cualquier enfermedad o afeccidn que esté asociada a un defecto que
pueda mejorarse o curarse con biglicano. En particular, enfermedades que se caracterizan por un defecto o una
anomalia en cualquier componente del DAPC o componente asociado al mismo, que dan como resultado, por
ejemplo, una membrana inestable, puede tratarse o prevenirse de acuerdo con los métodos descritos en el presente
documento, siempre que los productos terapéuticos relacionados con biglicano puedan curar al menos parcialmente
el defecto resultante del componente deficiente. En particular, las enfermedades que se pueden tratar de acuerdo
con los métodos en el presente documento incluyen cualquier enfermedad asociada a un DAPC inestable, que
puede volverse mas estable por la presencia de un agente terapéutico relacionado con biglicano.

Adicionalmente, ya que el biglicano demostré unirse y fosforila MuSK, un receptor que es conocido por mediar la
estimulacion inducida por agrina de la formacion de la uniébn neuromuscular, en particular la diferenciacion de la
membrana postsinaptica, para potenciar la agregacion de AChR inducida por agrina y para corregir una agregacion
de AChR inducida por agrina defectuosa en miotubos de ratones biglicano negativos, mediante su adicién a los
miotubos, la presente divulgacién también proporciona métodos para prevenir y tratar enfermedades o trastornos de
las uniones neuromusculares, tales como trastornos neuromusculares.
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A. Enfermedades y trastornos a modo de ejemplo

Las enfermedades o trastornos que se caracterizan por una desestabilizacion o una organizaciéon inadecuada de la
membrana plasmatica de tipos celulares especificos incluyen distrofias musculares (MD), un grupo de miopatias
degenerativas genéticas caracterizadas por debilidad y atrofia muscular sin afectacién del sistema nervioso. Los tres
tipos principales son pseudohipertréficos (Duchenne, Becker), de cinturas y facioescapulohumeral. Por ejemplo, las
distrofias musculares y las atrofias musculares se caracterizan por una ruptura de la membrana de la célula
muscular, es decir, se caracterizan por membranas permeables, que se cree que son el resultado de una mutacién
en un componente del DAPC, es decir, distrofina. También se sabe que las mutaciones en los sarcoglicanos
producen distrofias musculares y membranas permeables. Por consiguiente, la presente divulgacién proporciona
métodos para tratar o prevenir enfermedades asociadas a mutaciones en distrofina y/o en sarcoglicanos o en otros
componentes del DAPC, en particular distrofias musculares.

Las anormalidades de la distrofina son responsables tanto de la distrofia muscular de Becker (BMD) mas leve como
de la distrofia muscular de Duchenne grave(DMD). En la BMD se produce distrofina, pero es anormal en tamafio y/o
cantidad. El paciente es de leve a moderadamente débil. En la DMD no se produce proteina y el paciente esta
limitado a la silla de ruedas antes de los 13 afios y generalmente muere antes de los 20 afios.

Otro tipo de distrofia que se puede tratar de acuerdo con los métodos del presente documento incluye la distrofia
muscular congénita (CMD), una enfermedad muscular muy incapacitante de inicio clinico temprano, que es la causa
mas frecuente de hipotonia neonatal grave. Sus manifestaciones se notan al nacer o en los primeros meses de vida
y consisten en hipotonia muscular, a menudo asociada a hitos motores retrasados, contracturas severas y
tempranas y deformidades articulares. La creatina quinasa sérica se eleva, hasta 30 veces por encima de los valores
normales, en la etapa temprana de la enfermedad y a continuacion disminuye rapidamente. Los cambios histologicos
en las biopsias musculares consisten en una gran variacion en el tamafio de las fibras musculares, algunas fibras
necréticas y regeneradoras, marcado aumento en el tejido de colageno endomisial y sin caracteristicas
ultraestructurales especificas. El diagnostico de CMD se ha basado en el cuadro clinico y los cambios morfologicos
en la biopsia muscular, pero no se puede hacer con certeza, ya que otros trastornos musculares pueden presentar
caracteristicas clinico-patologicas similares. Dentro del grupo de enfermedades clasificadas como CMD, se han
individualizado diversas formas. Las dos formas mas comunes son la occidental y la japonesa, la Ultima se asocia
con trastornos mentales graves y generalmente se conoce como distrofia muscular congénita de Fukuyama (FCMD).

Se ha caracterizado recientemente una forma de distrofia muscular congénita (CMD) causada por mutaciones en el
gen de la cadena 2 alfa de la laminina. La laminina es una proteina que se asocia con los DAPC. Por lo tanto, la
presente divulgacion también proporciona métodos para tratar enfermedades que estan asociadas a moléculas
anormales que normalmente se asocian con los DAPC.

Otras distrofias musculares incluyen la distrofia muscular de cinturas (LGMD), que representa una clase de
trastornos clinicamente y genéticamente heterogéneos. Estas distrofias se heredan como rasgos autosomicos
dominantes o recesivos. Una forma autosémica dominante, LGMD1A, se mape6 en 5931-q33, M. C. et al., Am. J.
Hum. Genet. 50:1211, 1992; Yamaoka, L. Y. et al., Neuromusc. Disord.4:471, 1994), mientras que seis genes
implicados en las formas autosémicas recesivas se mapearon en 15q15.1(LGMD2A)(Beckmann, J. S. et al., C. R.
Acad. Sci. Paris 312:141, 1991), 2pl16-p13 (LGMD2B)(Bashir, R. et al., Hum. Mol. Genet. 3:455, 1994), 13ql12
(LGMD2C)(Ben Othmane, K. et al., Nature Genet. 2:315, 1992; Azibi, K. et al., Hum. Mol. Genet. 2:1423, 1993),
17912-gq21.33 (LGMD2D)(Roberds, S. L. et al., Cell 78:625, 1994; McNally, E. M., et. al., Proc. Nat. Acad. Sci. U. S.
A. 91:9690, 1994), 4912 (LG1MD2E)(Lim, L. E., et. al., Nat. Genet. 11:257, 1994; Bonnemann, C. G. et al. Nat.
Genet. 11:266, 1995), y mas recientemente en 5q33-934 (LGMD2F) (Passos-Bueno, M. R., et. al., Hum. Mol. Genet.
5:815, 1996). Los pacientes con LGMD2C, 2D y 2E tienen una deficiencia de componentes del complejo de
sarcoglicano como resultado de mutaciones en los genes que codifican gamma, alfa- y beta -sarcoglicano,
respectivamente. El gen responsable de LGMD2A se ha identificado como la calpaina especifica del musculo,
mientras que aun se desconocen los genes responsables de LGMD1A,2B y 2F.

AUn otros tipos de distrofias musculares que pueden tratarse segun los métodos descritos en el presente documento
incluyen la miopatia distal de Welander (WDM), que es una miopatia autosomica dominante con inicio en el adulto
tardio caracterizada por una lenta progresion de la debilidad muscular distal. El trastorno se considera una
enfermedad modelo para las miopatias distales hereditarias. La enfermedad esta ligada al cromosoma 2p13. Otra
distrofia muscular es la miopatia de Miyoshi, que es una distrofia muscular distal que es causada por mutaciones en
el gen recientemente clonado de disferlina, simbolo del gen DYSF (Weiler et al., (1999) Hum Mol Genet 8: 871-7).
Aun otras distrofias incluyen Miopatia Hereditaria Distal, Hipotonia Congénita Benigna, Enfermedad del Nucleo
Central, Miopatia Nemalinica y miopatia Miotubular (centronuclear).

Otras enfermedades que pueden tratarse o prevenirse de acuerdo con los métodos descritos en el presente
documento incluyen aquellas caracterizadas por atrofia tisular, por ejemplo, atrofia muscular, que no sea atrofia
muscular como resultado de distrofias musculares, siempre que la atrofia se detenga o disminuya tras el tratamiento
con un agente terapéutico relacionado con biglicano. Adicionalmente, la presente divulgacién también proporciona
métodos para revertir las atrofias tisulares, por ejemplo, atrofias musculares. Esto puede lograrse, por ejemplo,
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proporcionando al tejido atrofiado un agente terapéutico relacionado con biglicano.

Las atrofias musculares pueden ser el resultado de la denervacion (pérdida de contacto del misculo con su nervio)
debido a un traumatismo del nervio; neuropatia degenerativa, metabdlica o inflamatoria (p. Ej., Sindrome de
GuillianBarre), neuropatia periférica o dafio a los nervios causado por toxinas o drogas ambientales. En otra
realizacién, la atrofia muscular es el resultado de la denervacion debida a una neuronopatia motora. Tales
neuronopatias motoras incluyen, pero sin limitacién: enfermedad de neuronas motoras adultas, incluida la esclerosis
lateral amiotrofica (ELA o enfermedad de Lou Gehrig); atrofias musculares espinales infantiles y juveniles y
neuropatia motora autoinmunitaria con bloqueo de conduccién multifocal. En otra realizacion, la atrofia muscular es
el resultado del desuso crénico. Tal atrofia por desuso puede deberse a condiciones que incluyen, pero sin
limitacion: pardlisis debido a un accidente cerebrovascular, lesion de la médula espinal; inmovilizaciéon del esqueleto
debido a un traumatismo (como fractura, esguince o luxacién) o reposo prolongado en la cama. En otra realizacion
mas, la atrofia muscular es consecuencia de estrés metabdlico o insuficiencia nutricional, que incluyen, pero sin
limitacion, la caquexia del cancer y otras enfermedades cronicas, el ayuno o la rabdomiolisis, trastornos endocrinos
tales como, pero sin limitacion, trastornos de la glandula tiroides y diabetes.

Debido a que la atrofia y la necrosis del tejido muscular a menudo van acompafiadas de fibrosis del tejido afectado,
la reversién o la inhibicién de la atrofia o necrosis también pueden dar lugar a una inhibicién o reversion de la
fibrosis.

Ademas, los agentes terapéuticos relacionados con biglicano pueden ser Utiles en el tratamiento de miopatias
adquiridas (toxicas o inflamatorias). Las miopatias que se producen como consecuencia de una enfermedad
inflamatoria del musculo, incluyen, pero sin limitacion, polimiositis y dermatomiositis. Las miopatias toxicas pueden
deberse a agentes, que incluyen, pero sin limitacion,amiodarona, cloroquina, clofibrato, colchicina, doxorrubicina,
etanol, hidroxicloroquina, organofosfatos, perhexilina y vincristina.

Las distrofias neuromusculares incluyen distrofia miotonica. La distrofia mioténica (DM; o enfermedad de Steinert) es
una enfermedad neuromuscular autosémica dominante que es la forma mas comun de distrofia muscular que afecta
a los adultos. El cuadro clinico en la DM esta bien establecido pero es excepcionalmente variable (Harper, P. S.,
Myotonic Dystrophy, 22 ed., W. B. Saunders Co., London, 1989). Aunque generalmente se considera una
enfermedad del muisculo, con miotonia, debilidad progresiva y desgaste, la DM se caracteriza por anomalias en
varios otros sistemas. Los pacientes con DM a menudo sufren de defectos de conduccion cardiaca, afectacién del
musculo liso, hipersomnia, cataratas, respuesta anormal a la glucosa y, en hombres, calvicie prematura y atrofia
testicular (Harper, P. S., Myotonic Dystrophy, 22 ed., W. B. Saunders Co., London, 1989). La forma mas leve, que
ocasionalmente es dificil de diagnosticar, se ve en la mediana edad o en la vejez y se caracteriza por cataratas con
poca o ninguna implicacion muscular. La forma clasica, que muestra miotonia y debilidad muscular, aparece con
mayor frecuencia en la vida adulta temprana y en la adolescencia. La forma mas grave, que ocurre congénitamente,
se asocia con hipoplasia muscular generalizada, retraso mental y alta mortalidad neonatal. Esta enfermedad y el gen
afectado se describen adicionalmente en la patente de los Estados Unidos N° 5.955.265.

Otra enfermedad neuromuscular es la atrofia muscular espinal ("SMA"), que es la segunda enfermedad
neuromuscular mas comuan en nifios después de la distrofia muscular de Duchenne. La SMA se refiere a un trastorno
neuromuscular debilitante que afecta principalmente a bebés y nifios pequefios. Este trastorno es causado por la
degeneracion de las neuronas motoras inferiores, también conocidas como células del asta anterior de la médula
espinal. Las neuronas motoras inferiores normales estimulan los musculos para contraerse. La degeneracion
neuronal reduce la estimulacion que causa la atrofia del tejido muscular (véase, por ejemplo, la patente de Estados
Unidos n.° 5.882.868).

Las distrofias y miopatias musculares descritas anteriormente son trastornos del musculo esquelético. Sin embargo,
la presente divulgacion también se refiere a trastornos de la musculatura lisa, por ejemplo, miopatias cardiacas, que
incluyen cardiomiopatia hipertrofica, cardiomiopatia dilatada y cardiomiopatia restrictiva. Al menos ciertos musculos
lisos, por ejemplo, el mlsculo cardiaco, son ricos en sarcoglicanos. Las mutaciones en los sarcoglicanos pueden
provocar inestabilidad del sarcolema a nivel del miocardio (véase, por ejemplo, Melacini (1999) Muscle Nerve 22:
473). Por ejemplo, los modelos animales en los que un sarcoglicano esta mutado muestran aumento de la creatina
quinasa cardiaca. En particular, se ha demostrado que los ratones deficientes en delta-sarcoglicano (Sgcd)
desarrollan cardiomiopatia con areas focales de necrosis como el sello histolégico en el musculo cardiaco y
esquelético. Los animales también mostraron una ausencia del complejo sarcoglicano-sarcospan (SG-SSPN) en las
membranas esqueléticas y cardiacas. La pérdida del complejo SG-SSPN del musculo liso vascular se asocié con
irregularidades de la vasculatura coronaria. Por lo tanto, la alteracion del complejo SG-SSPN en el musculo liso
vascular perturba la funcién vascular, lo que inicia la cardiomiopatia y exacerba la distrofia muscular (Coral-Vazquez
et al. (1999) Cell 98: 465).

De forma similar a los ratones delta-sarcoglicanos negativos, los ratones que carecian de y-sarcoglicano mostraron
cambios pronunciados en los misculos distréficos en edad temprana (Hack et al. (1998) J Cell Biol 142: 1279). A las
20 semanas de edad, estos ratones desarrollaron cardiomiopatia y murieron prematuramente. Adicionalmente, los
mionucleos apoptéticos eran abundantes en el musculo esquelético que carecia de y-sarcoglicano, lo que sugiere
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que la muerte celular programada contribuye a la degeneracién de la miofibra. La tincion vital con tinte azul de Evans
revel6 que los muasculos que carecian de y-sarcoglicano desarrollaron alteraciones de la membrana como las
observadas en el musculo deficiente en distrofina. También se demostré que la pérdida de y-sarcoglicano producia
una reduccién secundaria del sarcoglicano beta y delta con retencién parcial de sarcoglicano a y épsilon, lo que
indica que los sarcoglicanos beta, y y delta funcionan como una unidad. Debido a que los otros componentes del
complejo de membrana citoplasmica eran funcionales, el complejo podria estabilizarse mediante la presencia de un
agente terapéutico relacionado con biglicano.

Ademas de los modelos animales, ciertas cardiomiopatias en humanos se han relacionado con mutaciones en
distrofina, distroglicanos o sarcoglicanos. Por ejemplo, se ha identificado la distrofina como el gen responsable de la
cardiomiopatia dilatada ligada a X (Towbin J.A. (1998) Curr Opin Cell Biol 10: 131, y referencias en el mismo). En
este caso, el gen de la distrofina contenia una mutacién en 5 'que da como resultado cardiomiopatia sin miopatia
esquelética clinicamente aparente (Bies y col., (1997) J Mol Cell Cardiol 29: 3175.

Adicionalmente, también se encontré cardiomiopatia en sujetos que tienen Distrofia Muscular de Duchenne
(asociada a una distrofina mutada) u otros tipos de distrofias musculares, como la Distrofia Muscular de cinturas. Por
ejemplo, la cardiomiopatia dilatada estaba presente en un caso autosémico dominante y en tres pacientes
autosdmicos recesivos 0 esporadicos avanzados, de los cuales se encontré que dos tenian deficiencia de alfa
sarcoglicano. Dos de estos tres pacientes y otros tres casos mostraron anomalias en el ECG que se sabe que son
caracteristicas de las distrofinopatias. Se encontré una fuerte asociacion entre la ausencia de sarcoglicano alfa y la
presencia de cardiomiopatia dilatada. En seis casos autosémicos dominantes hubo alteraciones de la conduccién
auriculoventricular (AV), que aumentaron en gravedad con la edad y en presencia concomitante de debilidad
muscular. Fue necesaria la implantacion de marcapasos en algunos de estos pacientes (ver van der Kooi (1998)
Heart 79: 73).

Los agentes terapéuticos relacionados con biglicano también se pueden usar para tratar o prevenir cardiomiopatia,
por ejemplo, cardiomiopatia dilatada, de origen viral, por ejemplo, que resulta de una infeccién por enterovirus, por
ejemplo, un virus Coxsackie B3. Se ha demostrado que la proteasa 2A de virus Coxsackie purificada escinde
distrofina in vitro y durante la infeccion por virus Coxsackie de miocitos cultivados y en corazones de raton
infectados, llevando a una funcion alterada de la distrofina (Badorff et al. (1999) Nat Med 5: 320. La escisién de la
distrofina produce una alteracion de las glucoproteinas a-sarcoglicano y 3-distroglicano asociadas a la distrofina. Por
lo tanto, la cardiomiopatia podria prevenirse o revertirse mediante la administracion de un agente terapéutico
relacionado con biglicano a un sujeto que haya sido infectado con un virus que causa cardiomiopatia, por ejemplo,
mediante la disrupcion de distrofina o una proteina asociada a la misma. La administracion del agente terapéutico
podria reestabilizar o reorganizar la membrana citoplasmica de las células cardiacas afectadas.

Por lo tanto, los agentes terapéuticos relacionados con biglicano también se pueden usar para tratar o prevenir
trastornos del masculo liso, como miopatias cardiacas y para detener la atrofia y/o necrosis del tejido del musculo
liso cardiaco. El tratamiento también se puede usar para promover la supervivencia de los miocitos.

Los trastornos neurolégicos que pueden tratarse segun los métodos descritos en el presente documento incluyen
polimiositis y trastornos neurogénicos. Otra enfermedad neurolégica que se puede tratar es la enfermedad de
Alzheimer.

Otras enfermedades que pueden tratarse segun los métodos de la presente invencion incluyen aquellas en las que
un proteoglicano estd presente a niveles anormales, o tiene una actividad anormal, con relacion a la de sujetos
normales. Por ejemplo, una enfermedad o trastorno podria ser causado por un nivel mas bajo de biglicano, dando
como resultado, por ejemplo, membranas citoplasmaticas inestables. Como alternativa, una enfermedad o trastorno
podria resultar de un nivel o actividad anormalmente altos de biglicano, dando como resultado, por ejemplo,
sobreestimulacion de MuSK o sobreagregacion de AChR (véase a continuacion).

Aun otras enfermedades o trastornos que pueden tratarse con los métodos del presente documento incluyen los que
estan asociados a una interaccion anormal entre un proteoglicano y otra molécula (que no sean los de DAPC o
MuSK), por ejemplo, un factor del complemento, tal como C1g. Por ejemplo, se ha demostrado que Clq interactia
con biglicano (Hocking y otros (1996) J. Biol. Chem. 271: 19571). También se sabe que la uniéon de Clq a las
superficies celulares media una serie de actividades bioldgicas que incluyen el aumento de la fagocitosis y la
estimulacion de la produccion de superoxido. Por lo tanto, debido a que el biglicano se une a C1q, se puede usar un
agente terapéutico relacionado con biglicano para inhibir la unién de Clqg a su receptor sobre las superficies
celulares para inhibir una o mas de tales actividades bioldgicas. Ademas, también puede usarse un agente
terapéutico relacionado con biglicano que inhibe la interaccion entre C1qg u otro componente del complemento y una
superficie celular para inhibir la necrosis mediada por el complemento de las células y tejidos que contienen tales
células.

Adicionalmente, esta aplicacion proporciona métodos para prevenir o inhibir infecciones de células por

microorganismos, por ejemplo, virus. Por ejemplo, se ha demostrado que el distroglicano es un receptor a través del
cual ciertos microorganismos entran en células eucariotas {Science (1998) 282: 2079). Por lo tanto, administrando a
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un sujeto un compuesto que, directa o indirectamente, hace que el sitio en las moléculas de distroglicano al que se
une el microorganismo no esté disponible, puede inhibirse la entrada del microorganismo en la célula. Este método
puede usarse, por ejemplo, para prevenir o inhibir la infeccién por el virus de la fiebre de Lassa y por el virus de la
coriomeningitis linfocitica (LCMV), asi como la infeccién por otros arenavirus, incluidos Oliveros y Mobala. Se
demostré que a-distroglicano soluble bloquea tanto la infeccién por LCMV como la infeccién por LFV {Science (1998)
282: 2079).

Ademas de cultivos celulares, por ejemplo, establecidos a partir de pacientes que tienen, por ejemplo, una distrofia
muscular, pueden usarse varios modelos animales para seleccionar el agente terapéutico relacionado con biglicano
mas apropiado para tratar una enfermedad. En particular,para identificar un agente terapéutico para su uso en la
prevencion o tratamiento de una distrofia muscular o cardiomiopatia asociada a un componente del DAPC mutado o
ausente, se pueden usar o ratones que tienen versiones mutadas de estas proteinas, o que tienen mutaciones nulas
en los genes que codifican estas proteinas. Por ejemplo, se pueden usar ratones que tienen un sarcoglicano
alterado, tal como delta -sarcoglicano. Tales ratones son descritos, por ejemplo, Coral-Vazquez et al. (1999) Cell 98:
465. Como alternativa, se pueden usar ratones deficientes en distrofina (ratones mdx) o en sarcoglicanos a o y.
Tales ratones se han descrito en el presente documento y en la bibliografia. Se pueden producir ratones adicionales
de acuerdo con métodos conocidos en la técnica. En una realizacion ilustrativa para identificar agentes terapéuticos,
se administran diferentes agentes terapéuticos a ratones sin delta-sarcoglicano y se evalla el efecto de los agentes
terapéuticos estudiando la funcién cardiaca. Otro modelo animal que se puede usar para este proposito es el
hamster cardiomiopatico que no expresa delta-sarcoglicano debido a una delecién genémica. Esta rata es un modelo
animal para la cardiomiopatia autosémica recesiva y se describe adicionalmente en Sakamoto et al. FEBS Lett 1999
(1999) 44: 124.

Los agentes terapéuticos de biglicano también se pueden usar para tratar trastornos de colageno VI, como se
analiz6 en la Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 2005-0043221. En la solicitud de PCT 2005-0043221, se
demostré que los ratones deficientes en biglicano exhibian una sorprendente reduccién en los niveles de colageno
VI, tal como se determina mediante inmunofluorescencia. Como se muestra en el Ejemplo 2, la administracién de
biglicano a un ratén con deficiencia de colageno VI dio como resultado niveles aumentados de colageno VI en el
musculo. Por lo tanto, los biglicanos descritos en el presente documento también se pueden usar para elevar los
niveles de colageno VI, tratando asi los trastornos del colageno VI.

En general, el trastorno del colageno VI es uno en el que el sujeto produce un nivel o actividad del colageno VI bajo,
distinto de cero. En algunas realizaciones, el trastorno se caracteriza por una mutacion que reduce, pero no elimina
por completo, la actividad del colageno VI. En algunas realizaciones, el trastorno se caracteriza por una reduccion en
la estabilidad del colageno VI. En determinadas realizaciones, el trastorno se caracteriza por bajos niveles de
proteina de colageno VI, distintos de cero. Por ejemplo, una mutacién heterocigética (por ejemplo, una
haploinsuficiencia) puede dar como resultado niveles reducidos de colageno VI. Se espera que la administracion de
un agente terapéutico de biglicano aumente el nivel de colageno VI, tratando asi el trastorno del colageno VI.

Por lo tanto, los trastornos especificos del colageno VI que se pueden tratar de acuerdo con los métodos divulgados
en este documento incluyen los siguientes. La miopatia de Bethlem es causada, al menos en parte, por mutaciones
en los genes de colageno VI. En algunas realizaciones, la miopatia de Bethlem es causada por una
haploinsuficiencia (Pepe G et al., “COL6A1 genomic deletions in Bethlem myopathy and Ullrich muscular dystrophy.”
Ann Neurol. 2006 Jan;59(1): 190-5; Baker et al. “Molecular consequences of dominant Bethlem myopathy collagen VI
mutations” Ann Neurol. Octubre de 2007;62(4):390-405). La funcion del colageno VI también se ve comprometida en
la distrofia muscular congénita de Ullrich y en la distrofia de Sorsby de fondo de ojo. Al igual que la miopatia de
Bethlem, los pacientes con UCMD pueden tener una copia de colageno VI de tipo salvaje (Jimenez-Mallebrera et al.,
“A comparative analysis of collagen VI production in muscle, skin and fibroblasts from 14 Ullrich congenital muscular
dystrophy patients with dominant and recessive COL6A mutations” Neuromuscul Disord. Octubre de 2006; 16(9-
10):571-82). En determinadas realizaciones, un trastorno relacionado con el colageno VI puede tratarse
administrando un agente terapéutico de biglicano como se describe en el presente documento.

V. Dosis efectiva y administracion de composiciones terapéuticas

Las enfermedades o trastornos descritos anteriormente pueden tratarse o mejorarse en un sujeto administrando al
sujeto una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente terapéutico relacionado con biglicano. Dependiendo de
si la enfermedad es causada por niveles o actividad mas altos o por niveles o actividad mas bajos de biglicano, se
administra un agente terapéutico relacionado con biglicano agonista o0 antagonista a un sujeto que tiene la
enfermedad. Aunque una persona experta en la materia podra predecir qué agente terapéutico administrar para
tratar cualquiera de las enfermedades en el presente documento, se pueden realizar pruebas para determinar el
agente terapéutico apropiado a administrar. Tales pruebas pueden usar, por ejemplo, modelos animales de la
enfermedad. Como alternativa, en los casos en que las enfermedades se deben a una mutacion en, por ejemplo,
biglicano, pueden realizarse pruebas in vitro para determinar el efecto de la mutacion. Esto permitira la
determinacion de qué tipo de agente terapéutico se debe administrar a un sujeto que tenga este tipo de mutacion.

Otra forma de administrar un agente terapéutico relacionado con biglicano a un sujeto es preparando células que
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expresen y secreten la proteina terapéutica de interés relacionada con biglicano, insertando las células en una matriz
y administrando esta matriz al sujeto en la ubicacion deseada. Por lo tanto, también pueden encapsularse las células
disefiadas de acuerdo con esta divulgacion, por ejemplo, usando materiales y métodos biocompatibles
convencionales, antes de la implantacién en el organismo hospedador o paciente para la produccion de una proteina
terapéutica. Véase, por ejemplo, Hguyen et al., Tissue Implant Systems and Methods for Sustaining viable High Cell
Densities within a Host, patente de Estados Unidos n.° 5.314.471 (Baxter International, Inc.); Uludag and Sefton,
1993, J Biomed. Mater. Res. 27(10):1213-24 (HepG2 cells/hydroxyethyl methacrylate-methyl methacrylate
membranes); Chang et al., 1993, Hum Gene Ther 4(4):433-40 (mouse Ltk-cells expressing hGH/immunoprotective
permselective alginate microcapsules; Reddy et al., 1993, J Infect Dis 168(4):1082-3 (alginate); Tai y un, 1993,
FASEB J 7(11):1061-9 (mouse fibroblasts expressing hGH/alginate-poly-L-lysine-alginate membrane); Ao et al.,
1995, Transplanataion Proc. 27(6):3349, 3350 (alginate); Rajotte et al., 1995, Transplantation Proc. 27(6):3389
(alginate); Lakey et al., 1995, Transplantation Proc. 27(6):3266 (alginate); Korbutt et al., 1995, Transplantation Proc.
27(6):3212 (alginate); Dorian et al., patente de Estados Unidos n.° 5.429.821 (alginate); Emerich et al., 1993, Exp
Neurol 122(1):37-47 (polymer-encapsulated PC12 cells); Sagen et al.,, 1993, J Neurosci 13(6):2415-23 (bovine
chromaffin cells encapsulated in semipermeable polymer membrane and implanted into rat spinal subarachnoid
space); Aebischer et al., 1994, Exp Neurol 126(2):151-8 (polymer-encapsulated rat PC12 cells implanted into
monkeys; véase también Aebischer, WO 92/19595); Savelkoul et al., 1994, J Immunol Methods 170(2):185-96
(encapsulated hybridomas producing antibodies; encapsulated transfected cell lines expressing various cytokines);
Winn et al.,, 1994, PNAS USA 91(6):2324-8 (engineered BHK cells expressing human nerve growth factor
encapsulated in an immunoisolation polymeric device and transplanted into rats); Emerich et al., 1994, Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 18(5):935-46 (polymer-encapsulated PC12 cells implanted into rats);
Kordower et al., 1994, PNAS USA 91(23):10898-902 (polymer-encapsulated engineered BHK cells expressing hNGF
implanted into monkeys) y utler et al WO 95/04521 (encapsulated device). Las células pueden introducirse a
continuacién en forma encapsulada en un animal hospedador, preferentemente un mamifero y mas preferentemente
un sujeto humano que lo necesite. Preferentemente, el material de encapsulaciéon es semipermeable, lo que permite
la liberacion en el hospedador de las proteinas secretadas producidas por las células encapsuladas. En muchas
realizaciones, la encapsulacion semipermeable hace que las células encapsuladas estén aisladas
inmunolégicamente del organismo hospedador en el que se introducen las células encapsuladas. En esas
realizaciones, las células que se van a encapsular pueden expresar una 0 mas proteinas terapéuticas de la especie
hospedadora y/o a partir de proteinas virales o proteinas de especies distintas de la especie hospedadora.

Como alternativa, el agente terapéutico relacionado con biglicano es un acido nucleico que codifica la proteina
terapéutica relacionada con biglicano. Por lo tanto, un sujeto que lo necesite, puede recibir una dosis de vector viral
que codifica la proteina de interés, que puede dirigirse especificamente a un tejido especifico, por ejemplo, un tejido
distrofico. El vector puede administrarse en forma desnuda, o puede administrarse como una particula viral (descrita
adicionalmente en el presente documento). Para este fin, se han desarrollado diversas técnicas para la modificacion
de tejidos y células diana in vivo. Se han desarrollado varios vectores virales, tal como se describe anteriormente,
gue permiten la transfeccion y, en algunos casos, la integracion del virus en el hospedador. Véase, por ejemplo,
Dubensky et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 7529-7533; Kaneda et al., (1989) Science 243.375-378;
Hiebert et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 3594-3598; Hatzoglu et al. (1990) J. Biol. Chem. 265, 17285-
17293 y Ferry, et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 8377-8381. El vector puede administrarse mediante
inyeccion, por ejemplo, intravascular o intramuscularmente, inhalacién u otro modo parenteral. También se pueden
usar métodos de administracién no virales tales como la administraciéon del ADN a través de complejos con
liposomas o mediante inyeccion, catéter o biolistica.

En otra realizacién mas, las células se obtienen de un sujeto, se modifican ex vivo, y se introducen en el mismo
sujeto 0 en un sujeto diferente. Los métodos adicionales de administracion de los compuestos terapéuticos se
exponen a continuacion.

A. Toxicidad

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los agentes terapéuticos relacionados con biglicano puede determinarse
mediante procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o en animales experimentales, por
ejemplo, para determinar la LDso (la dosis letal para el 50 % de la poblacion de organismos modelo) y la EDs (la
dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacion). La relacién de la dosis entre efectos tdxicos y
terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la proporcion LDso/EDsg. Se prefieren compuestos
que muestren elevados indices terapéuticos. Aunque pueden usarse compuestos que muestren efectos secundarios
téxicos, ha de tenerse cuidado de disefiar un sistema de suministro que dirija dichos compuestos al sitio de tejido
afectado para minimizar el dafio potencial a células no infectadas y, de este modo, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y de estudios en animales pueden usarse para formular un
intervalo de dosificacion para su uso en seres humanos. En particular, cuando se administra el agente terapéutico
para potenciar la agregacion del AChR, es deseable establecer la dosis que dara como resultado la estimulacion, si
se desea o la inhibicidn, si se desea. Las pruebas pueden continuar en pruebas médicas. La dosificacion de dichos
compuestos se encuentra preferentemente dentro del intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la EDsg
con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de
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dosificacién empleada y de la ruta de administracion utilizada. Para cualquier compuesto usado en los métodos del
presente documento, puede estimarse inicialmente la dosis terapéuticamente eficaz a partir de ensayos de cultivo
celular. Puede formularse una dosis en modelos animales para lograr un intervalo de concentracion circulante en
plasma que incluye la ICso (es decir, la concentracion del compuesto de ensayo que logra una inhibicién
semimaxima de los sintomas) segin se determina en cultivo celular. Dicha informacion se puede usar para
determinar de manera mas precisa las dosis Utiles en seres humanos. Los niveles en plasma pueden medirse, por
ejemplo, mediante cromatografia liquida de alto rendimiento.

B. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la presente divulgacion se pueden formular de
manera convencional usando uno o mas vehiculos o excipientes fisiologicamente aceptables. Por lo tanto, los
agentes terapéuticos y sus sales y solvatos fisiolégicamente aceptables pueden formularse para su administracion
mediante, por ejemplo, inyeccidn, inhalacién o insuflacion (ya sea por la boca o la nariz) o administracion oral, bucal,
parenteral o rectal.

Para dicha terapia, los agentes terapéuticos relacionados con biglicano pueden formularse para varias cargas de
administracion, que incluyen administracion sistémica y tdpica o localizada. Técnicas y formulaciones en general se
pueden encontrar en Remmington's Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co., Easton, PA. Para
administracion sistémica, puede usarse una inyeccion, que incluye intramuscular, intravenosa, intraperitoneal y
subcutanea. Para la inyeccion, los agentes terapéuticos relacionados con biglicano pueden formularse en soluciones
liquidas, por ejemplo, en tampones fisiolégicamente compatibles como la solucién de Hank o la solucién de Ringer.
Ademas, los compuestos pueden formularse en forma sdlida y se vuelven a disolver o suspender inmediatamente
antes de su uso. También se incluyen formas liofilizadas.

Para administracion oral, las composiciones farmacéuticas pueden tomar la forma de, por ejemplo, comprimidos o
capsulas preparadas por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables tales como agentes
aglutinantes (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropil metilcelulosa); cargas
(por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrogenofosfato de calcio); lubricantes (por ejemplo, estearato de
magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidon de patata o glicolato sédico de almidén); o agentes
humectantes (por ejemplo, lauril sulfato soédico). Los comprimidos pueden estar recubiertos. Los métodos de
recubrimiento de comprimidos son bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para administracion oral
pueden tomar la forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones, o0 pueden presentarse como un
producto seco para su constitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Dichas preparaciones
liquidas se pueden preparar por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como
agentes de suspension (p.ej., jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes
emulsionantes (por ejemplo, lecitina o goma arabiga); vehiculos no acuosos (p. €j., aceite de almendras, ésteres
oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo
o propilo o acido sorbico). Las preparaciones también pueden contener sales tampon, aromatizantes, colorantes y
agentes edulcorantes, segun corresponda.

Las preparaciones para administracion oral pueden formularse de manera adecuada para proporcionar la liberacion
controlada del compuesto activo. Para administracion bucal las composiciones pueden tomar la forma de
comprimidos o pastillas formulados de forma convencional. Para la administracién por inhalacion, los agentes
terapéuticos relacionados con biglicano se pueden administrar convenientemente en forma de una presentacion de
pulverizaciéon en aerosol en envases presurizados o un nebulizador, usando un propulsor adecuado, por ejemplo,
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el
caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion puede determinarse proporcionando una valvula la cual
administra una cantidad medida. Las capsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina para su uso en un inhalador o
insuflador pueden formularse conteniendo una mezcla de polvo del compuesto y una base de polvo adecuada, tal
como lactosa o almidén.

Los compuestos pueden formularse para la administracion parenteral mediante inyeccion, por ejemplo, mediante
inyeccion de bolo o infusién continua. Las formulaciones para inyeccion pueden presentarse en forma de dosis
unitaria, por ejemplo, en ampollas o contenedores multidosis, con un conservante afiadido. Las composiciones
pueden adoptar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos y
pueden comprender agentes de formulacién, tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.
Como alternativa, el principio activo puede encontrarse en forma de polvo para su constitucion con un vehiculo
adecuado, por ejemplo, agua apirégena estéril, antes de su uso.

Los compuestos pueden formularse también en composiciones rectales, tales como supositorios o enemas de
retencion, por ejemplo, que contengan bases para supositorio convencionales, tales como manteca de cacao u otros
glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas previamente, los compuestos también pueden formularse como una
preparacion de deposito. Dichas formulaciones de accion prolongada pueden administrarse mediante implante (por

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2691443 T3

ejemplo, subcutaneo o intramuscular) o mediante inyeccidn intramuscular. Por lo tanto, por ejemplo, los compuestos
pueden formularse con materiales poliméricos adecuados o hidréfobos (por ejemplo en forma de una emulsion en
aceite aceptable) o resinas de intercambio idnico o como derivados poco solubles, por ejemplo, una sal muy poco
soluble.

La administracion sistémica también puede ser por medios transmucosa o transdérmicos. Para administracion
transmucosa o transdérmica, se usan en la formulacion agentes penetrantes adecuados para la barrera que va a
permearse. Dichos agentes penetrantes se conocen generalmente en la técnica e incluyen, por ejemplo, para la
administracion transmucosal, sales biliares y derivados del acido fusidico, ademas, se pueden usar detergentes para
facilitar la penetracion. La administracion transmucosal puede realizarse a través de aerosoles nasales o usando
supositorios. Para la administracion tépica, los agentes terapéuticos relacionados con biglicano se formulan en
pomadas, salvas, geles o cremas, tal como se conoce de manera general en la técnica. Se puede usar una solucion
de lavado localmente para tratar una lesién o inflamacion para acelerar la cicatrizacion.

En entornos clinicos, se puede introducir un sistema de administracién de genes para el gen terapéutico que codifica
un proteoglicano como se describe en el presente documento en un paciente por cualquiera de una serie de
métodos, cada uno de los cuales es familiar en la técnica. Por ejemplo, una preparacion farmacéutica del sistema de
administracion génica puede introducirse sistémicamente, por ejemplo, mediante inyeccion intravenosa y la
transduccién especifica de la proteina en las células diana ocurre predominantemente a partir de la especificidad de
la transfeccion proporcionada por el vehiculo de suministro del gen, por el tipo de célula o por la expresion de tipo de
tejido debido a las secuencias reguladoras de la transcripcién que controlan la expresién del gen receptor, 0 una
combinacion de los mismos. En otras realizaciones, la administracion inicial del gen recombinante es mas limitada,
siendo la introduccion en el animal bastante localizada. Por ejemplo, el vehiculo de suministro de genes se puede
introducir mediante catéter (véase la patente de Estados Unidos 5.328.470) o mediante inyeccion estereotactica (por
ejemplo, Chen et al. (1994) PNAS 91: 3054-3057). Un gen que codifica una proteina relacionada con biglicano
puede administrarse en una construccién de terapia génica mediante electroporacion usando técnicas descritas, por
ejemplo, por Dev et al. ((1994) Cancer Treat Rev 20:105-115).

Un modo de administrar ADN a las células musculares incluye el uso de vectores de virus adeno-asociados
recombinantes, tales como los descritos en la patente de Estados Unidos N.° 5.858.351. Como alternativa, los genes
se han administrado al masculo por inyeccion directa de ADN plasmidico, tal como lo describen Wolff et al. (1990)
Science 247: 1465-1468; Acsadi et al. (1991) Nature 352:815-818; Barr y Leiden (1991) Science 254:1507-1509. Sin
embargo, este modo de administracion generalmente da como resultado niveles sostenidos pero generalmente bajos
de expresion. Se espera que los niveles de expresién bajos pero sostenidos sean eficaces para practicar los
métodos en el presente documento.

La preparacion farmacéutica de la construccion o polipéptido de terapia génica puede consistir esencialmente en el
sistema de administracion génica o polipéptido en un diluyente aceptable, o puede comprender una matriz de
liberacién lenta en la que el vehiculo de administracion del gen o compuesto esta incrustado. Como alternativa,
donde el sistema de administracion de genes completo puede producirse intacto a partir de células recombinantes,
por ejemplo, vectores retrovirales, la preparacion farmacéutica puede comprender una o0 mas células que producen
el sistema de administracion de genes.

Las composiciones pueden, si se desea, presentarse en un envase o dispositivo dispensador que puede contener
una o mas formas de dosificacion unitarias que contienen el principio activo. El envase puede comprender, por
ejemplo, lamina de metal o de plastico, tal como un envase de tipo blister. El envase o dispositivo dispensador
puede estar acompafiado de instrucciones para administracion.

VI. Usos a modo de ejemplo adicionales para lo agentes terapéuticos relacionados con biglicano

Los agentes terapéuticos relacionados con biglicano también se pueden usar como un suplemento para un cultivo
celular o tisular (por ejemplo, un sistema para el crecimiento de dérganos). Cualquier tipo de célula puede
beneficiarse de estos suplementos. La cantidad de compuesto a afiadir a los cultivos se puede determinar en
experimentos a pequefia escala, por ejemplo, incubando las células u 6rganos con cantidades crecientes de un
agente terapéutico relacionado con biglicano especifico. Las células preferidas incluyen células eucariotas, por
ejemplo, células musculares o neuronas.

Otros tejidos preferidos incluyen tejido atréfico. Por lo tanto, tal tejido puede incubarse in vitro con una cantidad
eficaz de un agente terapéutico relacionado con biglicano para revertir la atrofia del tejido. En una realizacion, se
obtiene un tejido atréfico de un sujeto, el tejido se cultiva ex vivo con un agente terapéutico relacionado con biglicano
en una cantidad y durante un tiempo suficiente para revertir la atrofia del tejido y el tejido se puede readministrar a
continuacion en el mismo sujeto o en un sujeto diferente.

Como alternativa, los agentes terapéuticos relacionados con biglicanos pueden agregarse a cultivos in vitro de

células o tejidos obtenidos de un sujeto que tiene una distrofia muscular u otra enfermedad que puede tratarse con
un agente terapéutico relacionado con biglicano, para mejorar su crecimiento o supervivencia in vitro. La capacidad
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de mantener células, tales como células cerebrales o células musculares de sujetos que tienen una distrofia
muscular u otra enfermedad, es util, por ejemplo,para desarrollar terapias para tratar la enfermedad.

VII. Ensayos de unién a proteinas

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos para detectar la unién entre biglicano y
MusK. Uno de tales ensayos se describe en el Ejemplo 5 a continuacion. El biglicano puede estar en soluciéon o
adherido a un soporte sélido como una placa multipocillo 0 una columna. En algunas realizaciones, la unién del
péptido se determina mediante ELISA, co-inmunoprecipitacion, transferencia de gel o espectrometria de masas. En
algunas realizaciones, el método comprende ademas comparar la unién con la de una muestra de control positiva.
En algunas realizaciones, la unién del péptido indica que el péptido de biglicano esta activo.

El biglicano puede ser de tipo salvaje, tal como la secuencia endogena de biglicano humano o de ratén. En algunas
realizaciones, el péptido de biglicano porta una mutacion relativa a la secuencia de biglicano humano de tipo salvaje
(SEQ ID NO: 9). En algunas realizaciones, el péptido de biglicano es la SEQ ID NO: 11.

El polipéptido de ectodominio MuSK comprende el ectodominio MuSK o una porcién del mismo y opcionalmente
otras secuencias MuSK o secuencias exdgenas, pero no comprende MuSK de longitud completa. En algunas
realizaciones, el péptido del ectodominio MuSK comprende un dominio Fc.

En algunos aspectos, la aplicacion proporciona un método para identificar un agente que modula la interaccion entre
MuSK vy biglicano, que comprende poner en contacto biglicano con una proteina de MuSK que comprende un
ectodominio MuSK o una porcién del mismo suficiente para unirse a biglicano y un compuesto de prueba en
condiciones en las que el biglicano y la proteina de MuSK interactian en ausencia del compuesto de prueba, en el
que una diferencia en el nivel de union entre el biglicano y la proteina de MuSK en presencia del compuesto de
prueba con respecto a la ausencia del compuesto de prueba indica que el compuesto de prueba es un agente que
modula la interaccién entre biglicano y MuSK.

VIIl. EJEMPLOS

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deben interpretarse como
limitantes de ninguna manera. Los contenidos de todas las referencias citadas (incluyendo referencias bibliograficas,
patentes emitidas, solicitudes de patentes publicadas) citados a lo largo de esta solicitud se incorporan
expresamente en el presente documento por referencia.

La practica de la presente invencién empleard, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de
biologia celular, cultivo celular, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, ADN recombinante e
inmunologia, que estan dentro de las habilidades en la técnica. Tales técnicas se explican por completo en la
bibliografia. Véase, por ejemplo, Molecular Cloning A Laboratory Manual, 22 Ed., ed. por Sambrook, Fritsch y
Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press: 1989); DNA Cloning, Volimenes | y Il (D. N. Glover ed., 1985);
Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed., 1984); Mullis et al. la patente de Estados Unidos n.° 4.683.195); Nucleic
Acid Hybridization (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Transcription And Translation (B. D. Hames & S. J.
Higgins eds. 1984); Culture Of Animal Cells (R. I. Freshney, Alan R. Liss, Inc., 1987); Immobilized Cells And
Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); el tratado, Methods in
Enzymology Vol. (Academic Press, Inc., N.Y.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller and M. P.
Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Methods In Enzymology, Vols. 154 y 155 (Wu et al. eds.),
Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic Press, Londres, 1987);
Handbook Of Experimental Immunology, Volimenes I-IV (D. M. Weir y C. C. Blackwell, eds., 1986); Manipulating the
Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986).

Ejemplo I: Preparacion y caracterizacion de diferente s formas de biglicano

El biglicano es una proteina de matriz extracelular que se expresa tanto como una forma de proteoglicano (PG)
como una forma no glicanada (NG). La forma de proteoglicano de biglicano contiene una o dos cadenas laterales de
glicosaminoglicano que pueden agregarse en la serina 5 o0 en la serina 10 (la numeracién se basa en la secuencia
del polipéptido maduro).

Se uso6 tecnologia de ADN recombinante para crear una forma mutante de biglicano donde las dos serinas que
pueden ser el sitio de la adicion de GAG estan mutadas a alaninas. Este mutante se denomina "S5A-S10A" o
simplemente "SA". También hicimos una construccién de tipo salvaje. Todos fueron etiquetados con 6-HIS y se
basaron en la secuencia de biglicano humano. El prefijo "His" se utiliza para denotar la presencia de esta etiqueta.

Produjimos y analizamos tres formas de biglicano (PG, NG, S5A-S10A). Todas las formas de biglicano se produjeron
en células HEK293 y se purificaron mediante una combinacién de cromatografia de niquel y de intercambio iénico.
Estas preparaciones fueron >90 % puras como se muestra en la Fig. 4 y 5. Especificamente, la Figura 4 muestra la
forma no glicanada (NG) y la forma de proteoglicano (PG) de biglicano analizadas por SDS-PAGE seguida de tincion
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con Coomassie. La Figura 5 muestra el andlisis de la forma NG y la forma PG de biglicano segun se analiza
mediante el ensayo de chips en un Bioanalyzer 2100 Protein 80 de Agilent. Para la forma NG de biglicano, la masa
aparente era 55.9 kd y la pureza era del 92.6 %. Para la mezcla de formas NG y PG de biglicano, la masa aparente
fue de 58.9 kd, y la pureza fue del 74 %. Para la forma PG de biglicano, la masa aparente era 60 kd y no se
determind la pureza.

La pureza de la preparacion de S5A-S10A también fue > 90 % como se muestra en las Figs. 6 y 7. Especificamente,
la Figura 6 muestra el analisis de biglicano S5A, S10A analizado por SDS-PAGE seguido de tincion con Coomassie.
La Figura 7 muestra el andlisis final de biglicano S5A, S10A mediante un Bioanalyzer 2100 de Agilent. La masa
aparente era 46.3 kd y la pureza era del 93.2 %.

Los datos de transferencia Western muestran que el S5A-S10A migré mas rapidamente en geles SDS que el NG, de
acuerdo con la presencia de glicosilacion ligada a O en S5 y/o S10 (figura 8). La Figura 8 muestra el analisis de
transferencia de western de biglicano recombinante no glicanado (NG) y mutante S5A, S10A. Las muestras se
procesaron en una SDS PAGE, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se sondearon con un anticuerpo
de biglicano, “ser-al” es doble mutante de los dos sitios de adicién de GAG (S5A; S10A). Las posiciones de
aminoacidos son para proteinas maduras. Obsérvese que la movilidad del mutante S5A;S10A fue mas rapida que la
del (tipo salvaje) no glicanado. Estos datos indican que una o ambas serinas se modifican en el no glicanado.

Obsérvese que la movilidad relativa de la muestra de NG es diferente en la Figura 6 debido al uso de sistemas de
gel para generar esta Figura en comparacion con la de las Figuras 4 y 5. Todas las muestras de NG tienen la misma
movilidad cuando se separan en el mismo sistema.

El andlisis de glicosilo por cromatografia de gases de los carbohidratos totales del NG y del S5A-S10A revel6 que
habia diferencias importantes entre ellos (Tabla 1). De forma destacable, la glicosilacion total de S5A-S10A fue del
57 % de la de NG. No se detect6 acido idurénico o glucurdnico en el NG, lo que indica que no hubo GAG presente
en la preparacion del NG. A efectos de comparacién, tanto el acido idurénico como el glucurénico estan altamente
enriquecidos en el proteoglicano PG (véase Tabla 1 a continuacion).

Los métodos para determinar la composicién de glicosilo por GC-MS (Tabla 1) se llevaron a cabo de la siguiente
manera. Las muestras (para proporcionar ~ 125 ug basandose en la informacién de muestra no dializada) asignadas
para el analisis de la composicién de monosacaridos se colocaron en tubos con tapon de rosca, se afiadieron 10 ug
de inositol como patrén interno y se liofilizaron. A continuacion, se prepararon metilglicésidos a partir de las muestras
secas mediante metanolisis con HCI 3 M en metanol a 100°C durante 2 h seguido de re-N-acetilaciéon con piridina y
anhidrido acético en metanol (para deteccién de amino azlcares). Las etapas de metanolisis y re-N-acetilacion
anteriores se repitieron dos veces. A continuacion, las muestras fueron per-O-trimetilsililadas (TMS) con un reactivo
Tri-Sil (Thermo Scientific) a 80°C durante 0,5 h. Estos procedimientos se llevaron a cabo como se describe
previamente en Merkle y Poppe (1994) Methods Enzymol. 230: 1-15; York, et al. (1985) Methods Enzymol. 118:3-40.
El andlisis de los metilglicésidos TMS se realizé en un cromatografo de gases Hewlett Packard Serie Il 5890
equipado con una columna capilar de silice fundida Supelco EC-1 (30 mx 0,25 mm DI) e interconectado a un Hewlett
Packard 5970 MSD.

Tabla 1. Analisis de la composicién de glicosilo de las glicoformas de biglicano por GC-MS. "Mutante" indica S5A-

S10A.

Muestra Resto glicosilo Masa (ug) Mol %

No glicanado Acido irudénico nd -
Fucosa (Fuc) 0,21 17,1
Xilosa (Xil) 0,10 8,7
Acido Glucurénico (GIcA) nd -
Acido Galacturénico (GalA) nd -
Manosa (Man) 0,46 34,8
Galactosa (Gal) 0,29 21,6
N-Acetil Galactosamina (GalNAc) nd -
N-Acetil Glucosamina (GIcNAc) 0,29 17,8
N-Acetil Manosamina (ManNAc) nd -
Total 1,34 100,0
Porcentaje de carbohidratos totales en peso 1,07

Proteoglicano Acido irudénico 5,28 12,5
Fucosa (Fuc) 0,86 1,9
Xilosa (Xil) 0,50 1,2
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Acido Glucuronico (GlcA) 10,18 18,6
Acido Galacturénico (GalA) 0,30 0,5
Manosa (Man) 0,17 0,3
Galactosa (Gal) 3,14 6,2
N-Acetil Galactosamina (GalNAc) 28,00 44,8
N-Acetil Glucosamina (GIcNAc) 7,92 12,7
N-Acetil Manosamina (ManNAc) 0,89 1,4
Total 57,23 100,0
Porcentaje de carbohidratos totales en peso 45,78

Proteina mutante = Acido irudénico nd -
Fucosa (Fuc) 0,02 3,9
Xilosa (Xil) 0,02 3,5
Acido Glucuronico (GlcA) nd -
Acido Galacturénico (GalA) nd -
Manosa (Man) 0,09 14,4
Galactosa (Gal) 0,02 2,6
N-Acetil Galactosamina (GalNAc) nd -
N-Acetil Glucosamina (GIcNAc) 0,61 75,5
N-Acetil Manosamina (ManNAc) nd -
Total 0,77 100,0
Porcentaje de carbohidratos totales en peso 0,61

nd = No detectado.

Las diferentes formas de biglicano se caracterizaron adicionalmente por transferencia de lectina (Figura 14). Las
muestras recombinantes de biglicano NG (no glicanado), PG (proteoglicano), SA (mutante) y los controles BSA,
carboxipeptidasa Y (a), transferrina (b) y asialofetuina (d) fueron tefiidas por Ponceau, S. Fetuina (c) apenas se tifid
mediante Ponceau S, tal vez porque esta glicoproteina esta altamente glicosilada y sialilada. El PG se tifi6 mediante
AMA y ADS. SA fue ligeramente tefiido mediante AGN y AMA y fuertemente tefiido mediante ASN y ADS. Estos
resultados indican que los glicanos en la proteina NG y SA tienen manosa terminal, &cido sialico unido (2-6) y (2-3) a
Gal o GalNAc, y Galf (1-4)GIcNAc o GIcNAc terminal, mientras que los glicanos de la proteina PG contienen
estructuras enlazadas con acido sialico (2-3) a Gal y Galp (1-4) GIlcNAc o GIcNAc terminal.

La transferencia de lectina se llevé a cabo usando el kit de diferenciacion de glicanos DIG (Roche). Brevemente, la
muestra y los controles se transfirieron a la membrana de nitrocelulosa (1 pug de la muestra, control positivo y
negativo). Las membranas se sumergieron en una solucidon de bloqueo (suministrada por el kit) seguido de
incubacién con lectinas marcadas con digoxigenina a 1 yg/ml en TBS. La actividad de union se visualizé usando 750
mU de anti-Digoxigenina de oveja conjugada con fosfatasa alcalina como anticuerpo secundario y nitro azul
tetrazolio/ 5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfato como reactivo de revelado de color. Se usaron como controles positivos
carboxipeptidasa Y (a, AGN positiva), Transferrina (b, ASN positiva), Fetuina (c, AMA positiva) y Asialofetuina (d,
APN y ADS positiva). Se us6 albumina sérica bovina (BSA) como control negativo. Se uso tincién con Ponceau S
para la deteccion de proteina en la membrana.

Ademas, se determiné la posicion de la glicosilacion ligada a N en diferentes formas de biglicano (Figura 15). Hay 2
sitios potenciales de N-glicosilacion en la proteina SA; Asn®*® y Asn®® se encuentran dentro de las secuencias de
consenso N-X-S/T para N-glicosilacion. El biglicano mutante SA se digirid con tripsina y los glicopéptidos se
desglicosilaron con PNGasa F en H.'®0 convirtiendo los restos de asparagina glicosilada en restos de acido
aspartico. Un péptido glicosilado muestra un aumento de 3 Da en masa en comparacion con el correspondiente
péptido no glicosilado. Los sitios de glicosilacion Asn®*® y Asn®®® de SA demostraron ser glicosilados por LC-MS/MS
junto con un método de supervision de listado de masa principal y busqueda de base de datos usando el algoritmo
TurboSequest. El resumen de péptidos de sitio de glicosilacion ligada a N de SA se muestra en la Figura 15. Estos
resultados indicaron que estan completamente glicosilados dos sitios potenciales de glicosilacion ligada a N de SA.
Vale la pena sefalar que la numeracién de aminoacidos en SA es diferente de la de NG. Sin embargo, la secuencia
peptidica que incluye sitios de N-glicosilacion es idéntica entre las dos muestras y la numeracién en la muestra NG
es consistente con la encontrada en la base de datos UniProt.
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Para realizar el analisis de glicosilacion ligada a N, se redujeron cincuenta microgramos del biglicano SA con 25 mM
de DTT durante 1 h a 55 °C y se carboxiamidometilaron con 90 mM de yodoacetamida en la oscuridad durante 45
minutos. La muestra dializada seca se resuspendid en bicarbonato de amonio 50 mM (NH4sHCO3) y se digirié con 2,5
Jg de tripsina a 25°C durante 20 h. Después de la desactivacion de la tripsina a 100°C durante 5 min, la muestra se
desglicosilé a continuacion con 2 ug de PNGaseF en 36 pL de agua 0 (H»™°0) y 2 pL de NH4HCOs 1 M.

Los péptidos marcados se resuspendieron con 200 L de fase mévil A (acido férmico al 0,1 % en agua). La muestra
se cargd luego en un nanospray capilar cénico columna/emisor (360x75x15 um, PicoFrit, New Objective, Woburn,
MA) se autoenvas6 con resina de fase inversa C18 (10.5 cm, Waters, Milford, MA) en un aparato de bomba de
presion de nitrégeno durante 10 min a 1000 psi (~ 5 uL de carga) y luego se separdé mediante un gradiente lineal de
160 min de fase B movil creciente a un caudal de ~ 500 nL/min directamente en el espectrometro de masas.

El andlisis LC-MS/MS se realizd en un espectrometro de masas LTQ Orbitrap Discoverer (Thermo Scientific)
equipado con fuentes de iones nanospray. Los datos resultantes se buscaron contra la secuencia SA recombinante
utilizando el algoritmo TurboSequest (Proteome Discoverer 1.1, Thermo Scientific). Los pardmetros de SEQUEST se
ajustaron para permitir 30,0 ppm de tolerancia de masa de i6n precursor y 0,8 Da de tolerancia de ién de fragmento
con masa monoisotopica. Los péptidos tripticos se permitieron hasta con dos sitios de escision internos omitidos y
las modificaciones diferenciales de 57,02146 Da, 15,9949 Da y 2,98826 Da se permitieron para la cisteina alquilada,
la oxidacion de metioninas y el &cido aspartico marcado con %0-, respectivamente.

Para la muestra NG, se siguieron todos los procedimientos anteriores, excepto los pasos iniciales. Se redujeron
cuarenta microgramos deNG con 25 mM de DTT durante 1 h a 55 °C y se carboxiamidometilaron con 90 mM de
yodoacetamida en la oscuridad durante 45 minutos. La muestra dializada seca se resuspendié en bicarbonato de
amonio 50 mM (NH4HCO3) y se digirié con 2 ug de tripsina a 25°C durante 20 h. Después de la desactivacion de la
tripsina a 100°C durante 5 min, la muestra se desglicosilé a continuacién con 2 ug de PNGaseF en 36 puL de agua
80 (H2'®0) y 2 pL de NH4sHCO3 1M.

Conjuntamente, estos datos indican que las formas "no glicanadas" y mutante SA del biglicano si contienen algunos
restos de carbohidratos, pero estos difieren de la forma del proteoglicano de biglicano.

La comparacion de bioactividad de NG y S5A-S10A mostr6 actividades distintas. S5A-S10A muestra una respuesta
bifasica (potenciacion y despotenciacion), mientras que NG muestra una respuesta trifasica (potenciacion,
despotenciacion e inhibicién (figura 9). La Figura 9 (panel superior) muestra la actividad bioldgica de biglicano NG y
S5A-S10A en un bioensayo de cultivo celular. Los miotubos primarios de pollo se trataron con 1U de agrina
purificada y concentraciones variables de biglicano NG o S5A-S10A. A continuacién, se contd el nimero de grupos
de AChR por segmento de miotubo en cultivos por triplicado como se describe en (Nastuk et al., 1991, PMID
1660286). El nivel de agrupamiento de AChR inducido por agrina solo se indica por la linea de puntos horizontal.
Obsérvese que S5A-S10A muestra potenciacion a bajas concentraciones (<0.05 pg/ml) y la despotenciacion en
todas las concentraciones mas altas. Por el contrario, el biglicano NG muestra una potenciaciéon a <0.05ug/ml, pero
a continuacion demuestra la despotenciacion y la inhibiciéon a concentraciones mas altas. En comparacion con SA 'y
NG, PG muestra un efecto marcadamente diferente en el agrupamiento de AChR (ver panel inferior).

Encontramos que S5A-S10A estaba activo in vivo. La inyeccién sistémica de S5A-S10A a ratones mdx disminuyd el
dafio de las células musculares segun se evalu6 mediante la mediciéon de los niveles de creatina quinasa sérica
(figura 10). La Figuras 10 muestra que el biglicano S5A-S10A reduce el dafio muscular en ratones mdx. En la Figura
10a, se inyectaron ratones Mdx a P18 semanalmente por via intraperitoneal durante dos semanas con vehiculo o
con biglicano S5A-S10A y se midieron los niveles de creatina quinasa sérica (sCK). Los niveles de sCK se redujeron
mas de 2 veces en los animales inyectados con biglicano, (p < 0.01; n = 4). La Figura 10b muestra que la reduccion
en sCK depende de la dosis de biglicano S5A-S10A administrada.

La Figura 11 muestra la eficacia funcional del rhBGN S5A-S10A. A los ratones Mdx se les administré 10 mg/kg de
SA-rhBGN por inyeccion intraperitoneal durante 3 meses en los intervalos indicados. Se realizaron las mediciones de
contraccidon excéntrica en musculo aislado. Se ajusté la longitud del musculo para lograr una respuesta de
contraccion maxima y se midié esta longitud (Lo). Se calculé la disminucién de la fuerza de contraccidon excéntrica
para cada tétanos de un protocolo ECC estandar de estimulo supramaximo 700 ms, alargamiento total Lo/10;
velocidad de alargamiento 0,5Lo/s. En la Figura 11 se muestra una respuesta de frecuencia de dosis en la mejora de
la funcién muscular.

La Figura 12 muestra los efectos de SA-rhBGN en miofibras in vivo. Se inyect6 a ratones Mdx por via intraperitoneal
con las dosis indicadas de SA-rhBGN a P18 y se determiné el porcentaje de miofibras con nucleos localizados
centralmente para el séleo. Se realizd la misma medicién para los misculos del diafragma dos semanas después.
Se prepararon secciones congeladas y se tifieron tal como se describio previamente (Mercado et al., Faseb J. 2006).
Los niveles de utrofina en la membrana de las células musculares también aumentaron de una manera dependiente
de la dosis, medido en el Tibial anterior. Las secciones se observaron utilizando un microscopio Nikon Eclipse E800
de Nikon (Melville, NY) y las imagenes se tomaron con el software Scanalytics IP Lab Spectrum (Fairfax, VA) o NIS
Elements (Nikon). Para puntuar el porcentaje de ndcleos centralmente localizados, se contaron todas las miofibras
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seccionadas transversalmente fuera de focos necrosis/regenerativos en secciones tefiidas con H&E con un objetivo
20X.

Ejemplo 2: La administracion de biglicano causa un a umento en los niveles de colageno VI en un ratén con
niveles deficientes de colageno VI.

En ratones deficientes en biglicano con colageno VI de tipo salvaje, se reducen los niveles de colageno VI. Para
probar la eficacia del biglicano recombinante para restaurar los niveles de colageno VI in vivo en este sistema, se
utilizé un enfoque de rescate. Se inyectd biglicano recombinante por via intramuscular en ratones deficientes en
biglicano y se evalu6 la expresion de colageno VI. Se inyectd biglicano no glicanado o proteoglicano recombinante
purificado en los musculos del cuadriceps femoral derecho de animales de cinco semanas de edad deficientes en
biglicano (seis animales en total). El vehiculo solo se inyecté en el cuadriceps izquierdo para permitir la comparacion
dentro de los animales. En cada caso, el sitio de inyeccién se visualizé mediante la inclusion de 1,0 % de tinta china
en la solucién. La figura 13a muestra que el proteoglicano de biglicano recombinante inyectado localiza
apropiadamente el perimisio y el epimisio el sitio de inyeccion.

El biglicano inyectado tuvo un efecto sorprendente sobre la expresion del colageno VI en el musculo deficiente en
biglicano. Cuatro dias después de la inyeccién observamos un aumento de la expresion de colageno VI que estaba
estrechamente colocalizado con areas de tincién de biglicano (figura 13b). No se observo regulacién positiva en el
colageno VI en el musculo inyectado con vehiculo (datos no mostrados). La expresion de colageno VI también se
reguld positivamente mediante el polipéptido de biglicano no glicanado (datos no mostrados). En conjunto, estos
resultados muestran que el polipéptido de biglicano puede administrarse al musculo in vivo donde mejora los niveles
de expresion de colageno VI en el intersticio y en la superficie de la célula muscular. Ademas, este rescate se puede
lograr con las formas no glicanada o proteoglicano del biglicano.

Ejemplo 3: Purificacién de rhBGN S5A-S10A.

El rhBGN S5A-S10A sin etiquetar se purificd6 de acuerdo con el siguiente esquema. En primer lugar, se
descongelaron alicuotas congeladas de biglicano mutante a 4°C. Una vez que se descongelaron por completo, se
centrifugaron estas muestras para eliminar cualquier material particulado. Los sobrenadantes se filtraron a
continuacion a través de un filtro de jeringa de 0,45 pm. La muestra filtrada se diluy6 a continuacién a 1:3 con agua
desionizada.

Se aplicé biglicano mutante a 1 ml de columna de intercambio aniénico HiTrap QFF (GE LifeSciences) a 1 ml/min. La
columna se equilibré inicialmente en tampén QFF A (Tris 20 mM, pH 8,5; NaCl 50 mM). La muestra no unida se
eliminé por lavado de la columna usando QFF A y se recogieron fracciones de 4 ml durante la aplicacion de la
muestra y el lavado. El biglicano mutante se eluyé en la primera porcion de un gradiente de dos etapas (0-50 % B en
40 volumenes de columna; 50-100 % B en 5 voliumenes de columna; el tampdn QFF B consiste en Tris 20 mM, pH
8,5; NaCl 1 M). Se recogieron fracciones de 1 ml y se tomaron muestras para analisis de SDS-PAGE vy tincion con
Coomassie. Se agruparon las fracciones que contenian biglicano mutante para la siguiente etapa de purificacion. La
Figura 16 muestra el perfil de elucion y la tincion con Coomassie obtenida para la etapa de purificacién por
intercambio anidnico.

Se combinaron a 1:1 las fracciones agrupadas del intercambio anionico con citrato sédico 1 M para una
concentracion final de citrato sédico de 500 mM. La proteina se aplic6 a una columna HIC (cromatografia de
interaccion hidrofébica) HiTrap ButylS FF (GE LifeSciences) a 1 ml/min. La columna se equilibré inicialmente en
tampon HIC A (Tris 20 mM, pH 8,5; NaCl 200 mM; citrato de sodio 500 mM). La muestra no unida se eliminé por
lavado de la columna usando HIC A y se recogieron fracciones de 4 ml durante la aplicacion de la muestra y el
lavado. El biglicano mutante se eluy6 sobre un gradiente de 100-0 % B en mas de 20 volimenes de columna. (el
tampon HIC B consiste en Tris 20 mM, pH 8,5; NaCl 200 mM.) Se recogieron fracciones de 0,75 ml y se tomaron
muestras para analisis de SDS-PAGE y tanto para tincién con plata como para tincién con Coomassie. La Figura 17
muestra el perfil de elucién y la tincion con Coomassie obtenida para la etapa de purificaciéon HIC.

Ejemplo 4: Construccién de una linea CHO que exprese establemente rhBGN S5A-S10A.

Se construyé una linea celular CHO-S para expresar rhBGN S5A-S10A sin etiquetar utilizando protocolos
convencionales. Brevemente, se insertd thBGN en un vector pCEP4. El vector se transfectdé en las células CHO
usando lipofectamina y las células establemente transfectadas se aislaron usando seleccién de higromicina. Esta
linea celular se mantiene en condiciones que son totalmente compatibles para su transferencia en condiciones de
GMP y para su uso en humanos.

La Figura 18a muestra la expresion de TVN-102 a partir de dos lineas celulares clonales estables cultivadas en
matraces de agitacion. EI TVN-102 producido por las lineas celulares se secreta eficientemente y es homogéneo
(figura 18b). El TVN-102 es estable en los medios a 37°C durante al menos 5 dias y la bioactividad se conserva
durante al menos 2 semanas de almacenamiento a 4°C. Toda la cromatografia se llevo a cabo en una FPLC AKTA-
100A. En la figura 19 se muestra un gel de proteina de TVN-102 purificado. Todas las resinas y los métodos
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utilizados estan disefiados para ser compatibles con los requisitos reglamentarios y la ampliacién y todos los
procedimientos se realizaron a temperatura ambiente. Después de dos pasos de cromatografia, el material TVN-102
tiene una pureza > 90 % segun el analisis mediante Bioanalyzer de Agilent. La espectroscopia de masas del material
purificado muestra que la proteina estd intacta. El material es bioactivo segin se juzga por un ensayo de
potenciacion de agrina basado en células (Fig. 20).

Ejemplo 5: Ensayos de unién a proteinas y bioactivida d para biglicano

Este ejemplo muestra un bioensayo de cultivo celular y un bioensayo de unién a proteinas para evaluar la actividad
biolégica de las proteinas recombinantes. De forma destacable, ambos ensayos son selectivos para la actividad de
las formas NG/S5A-S10A del biglicano recombinante. El bioensayo (figura 20a) se basa en la capacidad de biglicano
NG o S5A-S10A para potenciar la actividad inducida por agrina en miotubos cultivados. El ensayo de miotubos se
describié anteriormente en el Ejemplo 1y la Figura 9.

El ensayo de unién a proteinas (Figura 20b) se basa en la union de biglicano al ectodominio de MuSK RTK. La figura
20a muestra que 4 preparaciones independientes de biglicano recombinante muestran bioactividad comparable. La
Figura 20b muestra que tanto el biglicano NG como S5A-S10A se unen a MuSK, mientras que el biglicano PG
recombinante no lo hace. Los experimentos mostrados en la Figura 20b se realizaron de la siguiente manera. Se
analizé la union de MuSK a tres formas diferentes de biglicano mediante ELISA. Las formas de biglicano indicadas
se inmovilizaron en plastico y se sondearon con una fusion Fc del ectodominio de MuSK recombinante en PBS. La
fusién de Fc ligada se detect6 con anticuerpo secundario anti-raton conjugado (KPL) con HRP (peroxidasa de
rabano picante) desarrollado con TMB (tetrametilbenzidina). Se usaron absorbancias a 450 nm para generar las
curvas de union.
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<400> 1
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<210>2

<211>9

<212> PRT

<213> Torpedo californica

<400> 2
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1 5

<210> 3
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Thr Ser Tyr His Gly Ile Ser Leu Phe Asn Asn Pro Val Asn Tyr Trp
1 5 10 15

Asp Val Leu

<210> 4

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Ile Gln Ala TIle Glu Leu Glu Asp Leu
1 5

<210>5

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Leu Gly Leu Gly His Asn Gln Ile Arg
1 5

<210> 6

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 6

Ala Tyr Tyr Asn Gly Ile Ser Leu Phe Asn Asn Pro Val Pro Tyr Trp
1 5 10 15

Glu Val Gln
<210>7
<211> 1685
<212 >ADN
<213> Homo sapiens

<400> 7
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gagtagctge tttecggtcecg ccggacacac cggacagata gacgtgcgga cggcccacca 60
cceccageecceg ccaactagtce agecctgegece tggegectcece ccectcteccagg tccatcecegece 120
atgtggcccce tgtggcgect cgtgtectctg ctggccctga geccaggecccect geecctttgag 180
cagagaggct tctgggactt caccctggac gatgggccat tcatgatgaa cgatgaggaa 240
gcttegggeg ctgacaccte aggegtcctg gacccggact ctgtcacacce cacctacage 300
gccatgtgte ctttcggetg ccactgeccac ctgegggtgg ttcagtgete cgacctgggt 360
ctgaagtctg tgcccaaaga gatctcccct gacaccacge tgectggacct gcagaacaac 420
gacatctccg agctccgcaa ggatgacttc aagggtctce agcacctcta cgccctcegte 480
ctggtgaaca acaagatctc caagatccat gagaaggcct tcagcccact gcggaagctg 540
cagaagctct acatctccaa gaaccacctg gtggagatcc cgcccaacct acccagcetcce 600
ctggtggagc tccgcatcca cgacaaccgc atccgcaagg tgcccaaggg agtgttcage 660
gggctccgga acatgaactg catcgagatg ggcgggaacc cactggagaa cagtggcettt 720
gaacctggag ccttcgatgg cctgaagctc aactacctge gcatctcaga ggccaagetg 780
actggcatcc ccaaagacct ccctgagacc ctgaatgaac tccacctaga ccacaacaaa 840
atccaggcca tcgaactgga ggacctgctt cgctactcca agectgtacag gectgggecta 900
ggccacaacc agatcaggat gatcgagaac gggagcctga gcttcecctgece caccctceegg 960
gagctccact tggacaacaa caagttggcc agggtgccct cagggctccce agacctcaag 1020
ctccteccagg tggtctatct gcactccaac aacatcacca aagtgggtgt caacgacttce 1080
tgtcccatgg gecttcggggt gaagcgggcc tactacaacg gcatcagcct cttcaacaac 1140
ccegtgeeccet actgggaggt gcagccggcec actttceget gegtcactga ccgectggece 1200
atccagtttg gcaactacaa aaagtagagg cagctgcagc caccgcgggg cctcagtggg 1260
ggtctctggg gaacacagcc agacatcctg atggggaggc agagccagga agctaagcca 1320
gggcccagct gcgtccaacce cagcccccca cctcaggtee ctgaccccag ctegatgece 1380
catcaccgee tctceceectgge tcccaagggt gcaggtggge gcaaggcccg gcccccatca 1440
catgttcecet tggcctcaga gectgececctg ctcectecccace acagccacce agaggcaccce 1500
catgaagctt ttttctcgtt cactcccaaa cccaagtgtc caaagctcca gtcecctaggag 1560
aacagtccct gggtcagcag ccaggaggcg gtccataaga atggggacag tgggctctge 1620
cagggctgcece gcacctgtcc agaacaacat gttctgttce tcctcectcat gcatttcecag 1680
ccttg 1685

<210>8

<211> 1104

<212 >ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 8
atgtggccce tgtggcgect cgtgtctetg ctggeccctga geccaggeccct gecectttgag 60
cagagaggct tctgggactt caccctggac gatgggccat tcatgatgaa cgatgaggaa 120
gcttegggeg ctgacacctce aggegtcctg gacccggact ctgtcacacc cacctacage 180
gccatgtgte cttteggetg ccactgccac ctgegggtgg ttcagtgetce cgacctgggt 240
ctgaagtctg tgcccaaaga gatctccecct gacaccacge tgectggacct gcagaacaac 300
gacatctccg agctccgcaa ggatgacttc aagggtctcce agcacctcta cgecctegte 360
ctggtgaaca acaagatctc caagatccat gagaaggcct tcagcccact gcggaagcetg 420
cagaagctct acatctccaa gaaccacctg gtggagatcc cgcccaacct acccagcetcecce 480
ctggtggagc tccgcatcca cgacaaccgce atccgcaagg tgcecccaaggg agtgttcage 540
gggctccgga acatgaactg catcgagatg ggcgggaacc cactggagaa cagtggettt 600
gaacctggag ccttcgatgg cctgaagctc aactacctge gcatctcaga ggccaagetg 660
actggcatcc ccaaagacct ccctgagacc ctgaatgaac tccacctaga ccacaacaaa 720
atccaggcca tcgaactgga ggacctgcectt cgctactcca agectgtacag gectgggecta 780
ggccacaacc agatcaggat gatcgagaac gggagcctga gcttcctgcecc caccctecgg 840
gagctccact tggacaacaa caagttggcc agggtgccct cagggctccc agacctcaag 900
ctccteccagg tggtctatect gcactccaac aacatcacca aagtgggtgt caacgacttce 960
tgtcccatgg gecttecggggt gaagcegggcce tactacaacg gcatcagcect cttcaacaac 1020
ccegtgeeccet actgggaggt gcageccggec actttceccget gegtcactga ccgectggece 1080
atccagtttg gcaactacaa aaag 1104

<210>9

<211> 368

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9
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Leu
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Pro
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Leu
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Gly

Lys
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Gln

His

130

Ser

Val

Val

Pro

Leu

210

Asp

Gln

Leu

Ser

Ala

Pro

Phe

Met

35

Asp

Cys

Ser

Asn

His

115

Glu

Lys

Glu

Phe

Leu

195

Asn

Leu

Ala

Gly

Phe

275

Arg

Leu

Glu

20

Met

Pro

His

Val

Asn

100

Leu

Lys

Asn

Leu

Ser

180

Glu

Tyr

Pro

Ile

Leu

260

Leu

Val

Trp

Gln

Asn

Asp

Cys

Pro

85

Asp

Tyr

Ala

His

Arg

165

Gly

Asn

Leu

Glu

Glu

245

Gly

Pro

Pro
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Arg

Arg

Asp

Ser

His

70

Lys

Ile

Ala

Phe

Leu

150

Ile

Leu

Ser

Arg

Thr

230

Leu

His

Thr

Ser

Leu

Gly

Glu

Val

55

Leu

Glu

Ser

Leu

Ser

135

Val

His

Arg

Gly

Ile

215

Leu

Glu

Asn

Leu

Gly

Val

Phe

Glu

40

Thr

Arg

Ile

Glu

Val

120

Pro

Glu

Asp

Asn

Phe

200

Ser

Asn

Asp

Gln

Arg

280

Leu

36

Ser

Trp

25

Ala

Pro

Val

Ser

Leu

105

Leu

Leu

Ile

Asn

Met

185

Glu

Glu

Glu

Leu

Ile

265

Glu

Pro

Leu

10

Asp

Ser

Thr

Val

Pro

90

Arg

Val

Arg

Pro

Arg

170

Asn

Pro

Ala

Leu

Leu

250

Arg

Leu

Asp

Leu

Phe

Gly

Tyr

Gln

75

Asp

Lys

Asn

Lys

Pro

155

Ile

Cys

Gly

Lys

His

235

Arg

Met

His

Leu

Ala

Thr

Ala

Ser

60

Cys

Thr

Asp

Asn

Leu

140

Asn

Arg

Ile

Ala

Leu

220

Leu

Tyr

Ile

Leu

Lys

Leu

Leu

Asp

45

Ala

Ser

Thr

Asp

Lys

125

Gln

Leu

Lys

Glu

Phe

205

Thr

Asp

Ser

Glu

Asp

285

Leu

Ser

Asp

Thr

Met

Asp

Leu

Phe

110

Ile

Lys

Pro

Val

Met

190

Asp

Gly

His

Lys

Asn

270

Asn

Leu

Gln

15

Asp

Ser

Cys

Leu

Leu

95

Lys

Ser

Leu

Ser

Pro

175

Gly

Gly

Ile

Asn

Leu

255

Gly

Asn

Gln

Ala

Gly

Gly

Pro

Gly

80

Asp

Gly

Lys

Tyr

Ser

160

Lys

Gly

Leu

Pro

Lys

240

Tyr

Ser

Lys
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290 295 300
Val Tyr Leu His Ser Asn Asn Ile Thr Lys Val Gly Val
305 310 315
Cys Pro Met Gly Phe Gly Val Lys Arg Ala Tyr Tyr Asn
325 330
Leu Phe Asn Asn Pro Val Pro Tyr Trp Glu Val Gln Pro
340 345
Arg Cys Val Thr Asp Arg Leu Ala Ile Gln Phe Gly Asn
355 360 365
<210>10
<211> 368
<212> PRT
<213> mutante de biglicano de Homo sapiens
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> 42
<223> Xaa puede estar ausente o puede ser cualquier aminoacido excepto Ser o Thr
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> 47
<223> Xaa puede estar ausente o puede ser cualquier aminoacido excepto Ser o Thr
<400> 10
Met Trp Pro Leu Trp Arg Leu Val Ser Leu Leu Ala Leu
1 5 10
Leu Pro Phe Glu Gln Arg Gly Phe Trp Asp Phe Thr Leu
20 25
Pro Phe Met Met Asn Asp Glu Glu Ala Xaa Gly Ala Asp
35 40 45
Val Leu Asp Pro Asp Ser Val Thr Pro Thr Tyr Ser Ala
50 55 60
Phe Gly Cys His Cys His Leu Arg Val Val Gln Cys Ser
65 70 75
Leu Lys Ser Val Pro Lys Glu Ile Ser Pro Asp Thr Thr
85 90
Leu Gln Asn Asn Asp Ile Ser Glu Leu Arg Lys Asp Asp
100 105
Leu Gln His Leu Tyr Ala Leu Val Leu Val Asn Asn Lys
115 120 125
Ile His Glu Lys Ala Phe Ser Pro Leu Arg Lys Leu Gln
130 135 140
Ile Ser Lys Asn His Leu Val Glu Ile Pro Pro Asn Leu
145 150 155
Leu Val Glu Leu Arg Ile His Asp Asn Arg Ile Arg Lys
165 170

37

Asn

Gly

Ala

350

Tyr

Ser

Asp

30

Thr

Met

Asp

Leu

Phe

110

Ile

Lys

Pro

Val

Asp
Ile
335

Thr

Lys

Gln

15

Asp

Xaa

Cys

Leu

Leu

95

Lys

Ser

Leu

Ser

Pro
175

Phe
320
Ser

Phe

Lys

Ala

Gly

Gly

Pro

Gly

80

Asp

Gly

Lys

Tyr

Ser

160

Lys
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Gly

Asn

Lys

Lys

225

Ile

Arg

Leu

Leu

Val

305

Cys

Leu

Arg

<210> 11
<211> 368
<212> PRT

Val

Pro

Leu

210

Asp

Gln

Leu

Ser

Ala

290

Tyr

Pro

Phe

Cys

Phe

Leu

195

Asn

Leu

Ala

Gly

Phe

275

Arg

Leu

Met

Asn

Val
355

Ser

180

Glu

Tyr

Pro

Ile

Leu

260

Leu

Val

His

Gly

Asn

340

Thr

Gly

Asn

Leu

Glu

Glu

245

Gly

Pro

Pro

Ser

Phe

325

Pro

Asp
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Leu

Ser

Arg

Thr

230

Leu

His

Thr

Ser

Asn

310

Gly

Val

Arg

Arg

Gly

Ile

215

Leu

Glu

Asn

Leu

Gly

295

Asn

Val

Pro

Leu

<213> mutante de biglicano de Homo sapiens

<400> 11

Met

1

Leu

Pro

Val

Phe

65

Leu

Leu

Trp

Pro

Phe

Leu

50

Gly

Lys

Gln

Pro

Phe

Met

35

Asp

Cys

Ser

Asn

Leu

Glu

20

Met

Pro

His

Val

Asn
100

Trp

Gln

Asn

Asp

Cys

Pro

85

Asp

Arg

Arg

Asp

Ser

His

70

Lys

Ile

Leu

Gly

Glu

Val

55

Leu

Glu

Ser

Asn

Phe

200

Ser

Asn

Asp

Gln

Arg

280

Leu

Ile

Lys

Tyr

Ala
360

Val

Phe

Glu

40

Thr

Arg

Ile

Glu

38

Met

185

Glu

Glu

Glu

Leu

Ile

265

Glu

Pro

Thr

Arg

Trp

345

Ile

Ser

Trp

25

Ala

Pro

Val

Ser

Leu
105

Asn

Pro

Ala

Leu

Leu

250

Arg

Leu

Asp

Lys

Ala

330

Glu

Gln

Leu

10

Asp

Ala

Thr

Val

Pro

90

Arg

Cys

Gly

Lys

His

235

Arg

Met

His

Leu

Val

315

Tyr

Val

Phe

Leu

Phe

Gly

Tyr

Gln

75

Asp

Lys

Ile

Ala

Leu

220

Leu

Tyr

Ile

Leu

Lys

300

Gly

Tyr

Gln

Gly

Ala

Thr

Ala

Ser

60

Cys

Thr

Asp

Glu

Phe

205

Thr

Asp

Ser

Glu

Asp

285

Leu

Val

Asn

Pro

Asn
365

Leu

Leu

Asp

45

Ala

Ser

Thr

Asp

Met

190

Asp

Gly

His

Lys

Asn

270

Asn

Leu

Asn

Gly

Ala

350

Tyr

Ser

Asp

30

Thr

Met

Asp

Leu

Phe
110

Gly

Gly

Ile

Asn

Leu

255

Gly

Asn

Gln

Asp

Ile

335

Thr

Lys

Gln

15

Asp

Ala

Cys

Leu

Leu

95

Lys

Gly

Leu

Pro

Lys

240

Tyr

Ser

Lys

Val

Phe

320

Ser

Phe

Lys

Ala

Gly

Gly

Pro

Gly

80

Asp

Gly



Leu

Ile

Ile

145

Leu

Gly

Asn

Lys

Lys

225

Ile

Arg

Leu

Leu

Val

305

Cys

Leu

Arg

Gln

His

130

Ser

Val

Val

Pro

Leu

210

Asp

Gln

Leu

Ser

Ala

290

Tyr

Pro

Phe

Cys

His

115

Glu

Lys

Glu

Phe

Leu

195

Asn

Leu

Ala

Gly

Phe

275

Arg

Leu

Met

Asn

Val
355

Leu

Lys

Asn

Leu

Ser

180

Glu

Tyr

Pro

Ile

Leu

260

Leu

Val

His

Gly

Asn

340

Thr

Tyr

Ala

His

Arg

165

Gly

Asn

Leu

Glu

Glu

245

Gly

Pro

Pro

Ser

Phe

325

Pro

Asp
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Ala

Phe

Leu

150

Ile

Leu

Ser

Arg

Thr

230

Leu

His

Thr

Ser

Asn

310

Gly

Val

Arg

Leu

Ser

135

Val

His

Arg

Gly

Ile

215

Leu

Glu

Asn

Leu

Gly

295

Asn

Val

Pro

Leu

Val

120

Pro

Glu

Asp

Asn

Phe

200

Ser

Asn

Asp

Gln

Arg

280

Leu

Ile

Lys

Tyr

Ala
360

39

Leu

Leu

Ile

Asn

Met

185

Glu

Glu

Glu

Leu

Ile

265

Glu

Pro

Thr

Arg

Trp

345

Ile

Val

Arg

Pro

Arg

170

Asn

Pro

Ala

Leu

Leu

250

Arg

Leu

Asp

Lys

Ala

330

Glu

Gln

Asn

Lys

Pro

155

Ile

Cys

Gly

Lys

His

235

Arg

Met

His

Leu

Val

315

Tyr

Val

Phe

Asn

Leu

140

Asn

Arg

Ile

Ala

Leu

220

Leu

Tyr

Ile

Leu

Lys

300

Gly

Tyr

Gln

Gly

Lys

125

Gln

Leu

Lys

Glu

Phe

205

Thr

Asp

Ser

Glu

Asp

285

Leu

Val

Asn

Pro

Asn
365

Ile

Lys

Pro

Val

Met

190

Asp

Gly

His

Lys

Asn

270

Asn

Leu

Asn

Gly

Ala

350

Tyr

Ser

Leu

Ser

Pro

175

Gly

Gly

Ile

Asn

Leu

255

Gly

Asn

Gln

Asp

Ile

335

Thr

Lys

Lys

Tyr

Ser

160

Lys

Gly

Leu

Pro

Lys

240

Tyr

Ser

Lys

Val

Phe

320

Ser

Phe

Lys
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido terapéutico relacionado con biglicano para su uso en el tratamiento de una distrofia muscular
seleccionada de Distrofia Muscular de Duchenne, Distrofia Muscular de Becker, Distrofia Muscular Congénita,
Distrofia Muscular de Cinturas y miotonica en un sujeto que lo necesite, donde el polipéptido comprende una
secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en un 90 % a los aminoacidos 38-365 de la SEQ ID NO: 9, en
donde la secuencia de aminoacidos comprende una alanina en cada una de las posiciones correspondientes a los
restos 42 y 47 de la SEQ ID NO: 9.

2. El polipéptido terapéutico relacionado con biglicano de la reivindicacién 1, para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 1 en donde el polipéptido no comprende ninguna cadena lateral de glicosaminoglicano (GAG).

3. El polipéptido terapéutico relacionado con biglicano de las reivindicaciones 1 o 2, para su uso de acuerdo con las
reivindicaciones 1 o 2 en donde el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos correspondiente a los
aminoacidos 38-365 de la SEQ ID NO: 11.

4. El polipéptido terapéutico relacionado con biglicano de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para uso de
acuerdo con [[segun]] una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el polipéptido:

(i) activa la quinasa especifica muscular (MuSK) en la célula.; y/o

(i) potencia la fosforilacion de MuSK inducida por agrina; y/o

(iiif) regula positivamente los niveles de utrofina.; y/o

(iv) se une a MuSK.; y/o

(v) se une a un a-sarcoglicano y/o un y-sarcoglicano.; y/o

(vi) induce la fosforilaciéon de sarcoglicanos.; y/o

(vii) potencia el agrupamiento inducido por agrina de receptores de acetilcolina (AChR).

5. El polipéptido terapéutico relacionado con biglicano de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para uso de
acuerdo con [[segun]] una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en donde el polipéptido esta codificado por un acido
nucleico que hibrida con la SEQ ID NO: 8.

6. El polipéptido terapéutico relacionado con biglicano de la reivindicacién 1, para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde la distrofia muscular es Distrofia Muscular de Duchenne.

7. El polipéptido terapéutico relacionado con biglicano de la reivindicacién 3, para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 3, en donde la distrofia muscular es Distrofia Muscular de Duchenne.
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Figura 1

Biglicano y el complejo de Distrofina

e, Coldgeno VI Biglicano
‘ . no glicanade

Distrofina
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Figura 2

TORPEDO IQATEFEDL (SEQ ID NO: 1) LGLGFNEIR(SEQ ID NO: 2)

1T T LI 1]

HUMANO TQATELEDL (SEQ ID NO: 4) LGLGHNQIR(SEQ ID NO: 5)
241 249 258 266

TORPEDO TSYHGISLFNNPVNYWDVL (SEQ ID NO: 3)

| LI 1

HUMANO AYYNGISLFNNPVPYWEVQ (SEQ ID NO: 6)
330 3438
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Figura 3

Estructura del biglicano

Repeticiones ricas en leucina ¥ ¥
\§ N X w X

eSitios de union de GAG

®Y- carbohidrato ligadoa N
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Figura 5
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B gg vs

BJITEISD
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BJUITLISD.

Fig 6.
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Fig 7.
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Fig. 8.
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Figura 9. Bioactividad de biglicano NG y S5A-S10A en un bioensayo de cultivo celular

Bioactividad de cultivo celular de biglicano NG y S5A-S10A
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(a)

(b)

Creatina Quinasa Sérica
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Eficacia in vivo de biglicano S5A-S10A
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Mejora de la salud muscular en ratones mdx inyectados con SA-rhBGN
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Figura 13

50 pg PG inyectado - 4 dias post inyeccion - tefiido con 2A5
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Figura 14

NG PG o5A d

BLA NG PG A BREANG PG S3A 8 BRA MG PR SA b B3A NG Pl SA < BSA NG PG oSA d ESA
“ & G4 Caii - . Rt SRR . -

)
a b ¢« d
& oW

Poncean & GMNA SNA REAA
Lectina Preferencia Proteoglicano No Mutante
de union (PG) glicanado (SA)
(PG)
AGN Manosa terminal; (1 - - + +
3), (1-6) 0 (1-2)
(Aglutinina
de Galanthus
nivalis)
ASN Acido sialico unido - + +
a Gal o GalNAc
(Aglutinina (2-6)
de Sambucus
niora)
AMA Acido sialico unido + + +
a Gal (2-3)
(Aglutinina
de Maackia
amurensis)
PNA Galf(1-3)GalNAc - - -
(Aglutinina
de cacahuete)
ADS Galp(1-4)GlcNAc + + +
0 GLcNac terminal
(Aglutinina
de Datura
stramonium)
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Figura 15

Biglicano No glicanado (NG)

Sequon  Posicién del péptido  Secuencia del péptido®

Asn?’® 267-280 (R)MIEN@GSLSFLPTLR(E)
Asn3!! 301-314 (K)LLQVVYLHSNN@ITK(V)

Biglicano mutante (SA)

Sequon Posicion del péptido Secuencia del péptido®

Asn?70 267-280 (RYMIEN@GSLSFLPTLR(E)
Asn3!! 301-314 (K)LLQVVYLHSNN@ITK(V)

?An @ indica el sitio de N-glicosilacion

Sequon = Asn-X-Ser o Asn-X-Thr
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 20

Preparacion de biglicano recombinante
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Concentracion de Fc-MuSK



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

