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2

DESCRIPCIÓN

Mutantes degradantes de proteoglicanos para el tratamiento del SNC

Antecedentes y resumen

Las condroitinasas son enzimas de origen bacteriano que actúan sobre el sulfato de condroitina, un componente de 
los proteoglicanos que son componentes de la matriz extracelular de una amplia variedad de tejidos como el sistema 5
nervioso central y, por ejemplo, pueden mediar la unión entre la retina y el cuerpo vítreo del ojo humano. Ejemplos de 
enzimas condroitinasa son la condroitinasa ABC I, SEQ ID NO: 37, que es producida por la bacteria Proteus vulgaris 
(P. vulgaris), y la condroitinasa AC, SEQ ID NO: 5, que es producida por Flavobacterium heparinum. Las condroitinasas 
ABC I SEQ ID NO: 37, y la condroitinasa AC SEQ ID NO: 5, funcionan degradando las cadenas laterales de 
polisacáridos en complejos proteína-polisacáridos, sin degradar el núcleo proteico.10

Yamagata et al. (J. Biol. Chem. 243: 1523-1535, 1968) describen la purificación de las condroitinasas como ABC I 
SEQ ID NO: 37 a partir de extractos de P. vulgaris. Esta enzima degrada selectivamente los glicosaminoglicanos 
condroitina-4-sulfato, dermatan-sulfato y condroitina-6-sulfato (también denominados respectivamente sulfatos de 
condroitina A, B y C, que son cadenas laterales de proteoglicanos) a un pH 8 a ratas más altas que aquellas con las 
que degrada la condroitina o el ácido hialurónico. Los productos de la degradación son oligosacáridos insaturados de 15
alto peso molecular y un disacárido insaturado. Sin embargo, la condroitinasa ABC I, SEQ ID NO: 37, no actúa sobre 
el queratosulfato, la heparina o el sulfato de heparitina.

Los usos de las condroitinasas incluyen la interrupción rápida, específica y no quirúrgica de la unión del cuerpo vítreo 
a la retina neural del ojo, lo que facilita la remoción del cuerpo vítreo.

La condroitinasa de P. vulgaris, por ejemplo, ABC I SEQ ID NO: 37, migra con una masa molecular aparente de 20
aproximadamente 110 kDa cuando se resuelve mediante SDS-PAGE. Se ha informado la aparición de un doblete en 
la resolución SDS-PAGE de la condroitinasa ABC (Sato et al., Agric. Biol. Chem. 50: 4,1057-1059, 1986). Sin embargo, 
este doblete representa la condroitinasa ABC intacta y un producto de degradación de 90 kDa. Las preparaciones de 
proteína de condroitinasa ABC comercial contienen cantidades variables de este producto de degradación de 90 kDa 
y un producto de degradación adicional de 18 kDa también derivado de la condroitinasa ABC I, SEQ ID NO: 37.25

La condroitinasa ABC II, SEQ ID NO: 27, también se ha aislado y purificado a partir de P. Vulgaris. La condroitinasa
ABC II, SEQ ID NO: 27, es un polipéptido de 990 aminoácidos con una masa molecular aparente por SDS-PAGE de 
unos 112 kDa. Su masa molecular determinada por espectrometría de masas con electroaspersión y desorción con 
láser es de aproximadamente 111.772 daltons. La condroitinasa ABC II, SEQ ID NO: 27, tiene un punto isoeléctrico 
de 8.4-8.45. Su actividad enzimática es distinta de, pero complementaria a, la condroitinasa ABC I SEQ ID NO: 37. La 30
condroitinasa ABC I, SEQ ID NO: 37, escinde endolíticamente proteoglicanos para producir disacáridos del producto 
final, así como al menos otros dos productos que se cree que son tetrasacáridos. La condroitinasa ABC II, SEQ ID 
NO: 27, digiere al menos uno de estos tetrasacáridos productos de la digestión de proteoglicanos por la condroitinasa 
ABC I (SEQ ID NO: 37).

Después de una lesión en el sistema nervioso central (SNC) de mamíferos adultos, la incapacidad de los axones para 35
regenerarse puede llevar a una parálisis permanente. Una lesión causada por lesión desarrollará una cicatrización 
glial, que contiene moléculas de matriz extracelular que incluyen proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPG). Los 
CSPG inhiben el crecimiento del tejido nervioso in vitro y la regeneración del tejido nervioso falla en las regiones ricas 
en CSPG in vivo.

Un cierto número de moléculas, y regiones específicas de ellas, han sido implicadas en la capacidad de soportar el 40
brote de neuritas de una célula neuronal, un proceso también denominado crecimiento de neuritas. El término neurita 
se refiere tanto a las estructuras de axones como a las de dendritas. Este proceso de expulsión de neuritas es esencial 
en el desarrollo y la regeneración neurales, especialmente después de que una lesión física o una enfermedad haya 
dañado las células neuronales. Las neuritas se alargan profusamente durante el desarrollo tanto en el sistema nervioso 
central como en el periférico de todas las especies animales. Este fenómeno se refiere tanto a los axones como a las 45
dendritas. Sin embargo, el crecimiento de neuritas en el SNC disminuye a medida que aumenta la edad del animal.

Las enzimas de condroitinasa han demostrado eficacia para mejorar los resultados funcionales en varios modelos in 
vivo de lesión de la médula espinal. Los polipéptidos de condroitinasas AC (SEQ ID NO: 5) y condroitinasa B (SEQ ID 
NO: 12) producidas de manera recombinante han demostrado su eficacia in vitro al superar la barrera de un límite de 
sustrato inhibitorio, como el aggrecano, que resulta en una extensión de neurita para las neuronas corticales de rata.50

Los inventores han descubierto a través de un análisis de eliminación basado en las estructuras cristalinas disponibles, 
polipéptidos mutantes capaces de degradar proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPG). La actividad de escisión 
de todos estos mutantes se ha analizado in vitro mediante un ensayo zimográfico utilizando aggrecano como sustrato. 
Se encontró que un polipéptido truncado de condroitinasa AC (nΔ50-cΔ275), (SEQ ID NO: 11), que carece de 50 y 
275 aminoácidos de los extremos amino y carboxi, respectivamente, y que tiene un peso molecular de 38 kDa en 55
comparación con 75 kDa de la proteína de longitud completa, era el tamaño mínimo que retenía la actividad según lo 
probado por un ensayo zimográfico. También se describe el mutante por eliminación de la condroitinasa B (nΔ120-
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cΔ120), (SEQ ID NO: 17), que carece de 120 aminoácidos de cada uno de los extremos amino y carboxi y tiene un 
peso molecular de 26 kDa en comparación con 52 kDa de la proteína de longitud completa, y se demostró que 
conserva la actividad también en un ensayo zimográfico. La reducción en el tamaño y la complejidad de la molécula 
puede facilitar la difusión al sitio de acción y potencialmente reducir la inmunogenicidad para un uso terapéutico 
prolongado. Estas condroitinasas más pequeñas podrían ser posibles terapias para la lesión de la médula espinal.5

La presente divulgación se refiere a un polipéptido mutante de AC con condroitinasa purificado que consiste en una 
secuencia de aminoácidos seleccionada de la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID 
NO: 10, y SEQ ID NO: 11, y también una composición que comprende un polipéptido mutante de la condroitinasa AC 
purificada que consiste en una secuencia de aminoácidos seleccionada de la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID 
NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, y SEQ ID NO: 11, como se reivindica a continuación. Dicha composición puede 10
comprender además compuestos que faciliten la plasticidad, el crecimiento y la regeneración de las neuritas, 
moléculas que superen la inhibición del crecimiento de las neuritas o promuevan el crecimiento nervioso, moléculas 
terapéuticas, moléculas de diagnóstico o una combinación de éstas, y los compuestos que facilitan la plasticidad y el 
crecimiento y la regeneración de las neuritas seleccionadas de antagonistas solubles de NOGO, moléculas de 
adhesión de células neurales, factores neurotróficos, factores de crecimiento, inhibidores de la fosfodiesterasa, 15
inhibidores de MAG o MOG, neuregulinas y anticuerpos que promueven la remielinización. Las composiciones de la 
invención son para uso en el tratamiento de una lesión o trastorno del sistema nervioso central, en donde la lesión o 
trastorno del sistema nervioso central se selecciona de una lesión de contusión, una lesión cerebral traumática, un 
accidente cerebrovascular, esclerosis múltiple, una lesión del plexo braquial, amblioplia, y lesión de la médula espinal. 
Las composiciones son en forma de aplicación tópica, inyección de bolos, inyección intravenosa, inyección intratecal, 20
inyección intramuscular, inyección peritoneal, inyección subcutánea, infusión continua, liberación sostenida de 
implantes, productos farmacéuticos de liberación sostenida y administración oral.

Los métodos asociados también se describen en este documento para ayudar a comprender la invención, pero estos 
no forman parte de la invención reivindicada. Ejemplos o realizaciones descritos en el presente documento que no se 
incluyen en la definición de las reivindicaciones no forman parte de la presente invención.25

Se describen aquí mutantes polipeptídicos de las condroitinasas, por ejemplo, condroitinasa ABC Tipo I, SEQ ID NO: 
1 o 37, condroitinasa ABC Tipo II, SEQ ID NO: 27, condroitinasa AC, SEQ ID NO: 5 y condroitinasa B, SEQ ID NO: 
12. Otras enzimas de mamíferos mutantes con actividad similar a la condroitinasa pueden incluir independientemente 
enzimas tales como hialuronidasa 1, SEQ ID NO: 30, hialuronidasa 2, SEQ ID NO: 31, hialuronidasa 3, SEQ ID NO: 
32, hialuronidasa 4, SEQ ID NO: 33 y, opcionalmente, PH-20, SEQ ID NO: 34. Este mutante de eliminación o 30
sustitución se puede usar solo o en combinación con condroitinasas o sus mutantes de eliminación o sustitución como 
composiciones terapéuticas y mezclas. Además, se describe el uso de estos mutantes, y preferiblemente los mutantes 
de supresión o sustitución de condroitinasa para promover la recuperación funcional neurológica en mamíferos 
después de una lesión en el SNC, incluida la lesión por contusión.

Se describen aquí moléculas de ácido nucleico aisladas que consisten en, y que comprenden preferiblemente, una 35
secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos de polipéptidos que son eliminaciones y/o 
mutantes de sustitución de moléculas degradantes de proteoglicanos. Independientemente, las moléculas de ácido 
nucleico pueden codificar polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes de la condroitinasa, por ejemplo, 
condroitinasa ABC Tipo I, SEQ ID NO: 1 o 37, condroitinasa ABC Tipo II, SEQ ID NO: 27, condroitinasa AC, SEQ ID 
NO: 5 y condroitinasa B, SEQ ID NO: 12, hialuronidasa 1, SEQ ID NO: 30, hialuronidasa 2, SEQ ID NO: 31, 40
hialuronidasa 3, SEQ ID NO: 32, hialuronidasa 4, SEQ ID NO: 33, u opcionalmente PH-20, SEQ ID NO: 34 y 
combinaciones de estos. Preferiblemente, los ácidos nucleicos codifican mutantes de eliminación y sustitución de 
condroitinasa, más preferiblemente los ácidos nucleicos codifican polipéptidos ABC de tipo I o II de condroitinasa. 
También se describen moléculas de ácido nucleico que consisten en, y preferiblemente comprenden, una secuencia 
de nucleótidos complementaria a las secuencias de ácido nucleico descritas anteriormente. También se describen 45
moléculas de ácido nucleico al menos 80%, preferiblemente 85% o 90%, aún más preferiblemente 95%, 96%, 97%, 
98% o 99% idénticas a cualquiera de las moléculas de ácido nucleico descritas anteriormente. También se describen 
moléculas de ácido nucleico que se hibridan en condiciones rigurosas con cualquiera de las moléculas de ácido 
nucleico descritas anteriormente. También se describen vectores recombinantes que comprenden estas moléculas de 
ácido nucleico y células huésped transformadas con tales vectores.50

También se describen polipéptidos aislados que consisten en, y que comprenden preferiblemente, la secuencia de 
aminoácidos de eliminación y/o mutantes de sustitución de polipéptidos degradantes de proteoglicanos. 
Independientemente, los polipéptidos degradantes de proteoglicanos pueden incluir condroitinasas, por ejemplo, ABC 
Tipo I, SEQ ID NO: 1 o 37, condroitinasa ABC Tipo II, SEQ ID NO: 27, condroitinasa AC, SEQ ID NO: 5 y condroitinasa
B, SEQ ID NO: 12, hialuronidasa 1, SEQ ID NO: 30, hialuronidasa 2, SEQ ID NO: 31, hialuronidasa 3, SEQ ID NO: 32, 55
hialuronidasa 4, SEQ ID NO: 33, opcionalmente PH-20, SEQ ID NO: 34. Los polipéptidos son mutantes por eliminación
de las condroitinasas. Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse a partir de moléculas degradantes de 
proteoglicanos mutantes tales como estas condroitinasas y/o hialuronidasas; la composición puede incluir uno o más 
de los mutantes de eliminación y sustitución de diferentes polipéptidos degradantes de proteoglicanos.

Se describen polipéptidos degradantes de proteoglicanos biológicamente activos que tienen una eliminación o 60
sustitución de al menos un aminoácido. Los polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes incluyen aquellos 
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que tienen el tamaño mínimo pero que aún retienen un grado de actividad determinado por los ensayos enzimáticos 
descritos en la especificación. Los mutantes de eliminación o sustitución preferidos de la molécula degradante de 
proteoglicanos son aquellos que degradan la condroitina y tienen una o más eliminaciones de aminoácidos del extremo 
N, de aproximadamente 1 a al menos aproximadamente 120 aminoácidos y/o del extremo C, de aproximadamente 1 
a al menos aproximadamente 275 aminoácidos, más preferiblemente las eliminaciones son de una condroitinasa o 5
una condroitinasa sustituida, e incluso más preferiblemente la condroitinasa ABC I o II o una condriotinasa sustituida 
ABC I o II.

En el presente documento se divulgan mutantes de eliminación y/o sustitución de polipéptidos degradantes de 
proteoglicanos, preferiblemente mutantes de eliminación de polipéptidos de condroitinasa, que promueven la 
regeneración de neuritas y/o plasticidad en el SNC y promueven o inhiben la difusión de moléculas terapéuticas en 10
tejidos por degradación de proteoglicanos.

Los polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes, preferiblemente mutantes de supresión y/o sustitución de 
condroitinasas, pueden promover la regeneración de neuritas en el SNC y/o promover o inhibir la difusión de moléculas 
terapéuticas en tejidos por degradación de proteoglicanos y pueden obtenerse mediante la expresión de secuencias 
de ADN adecuadamente modificadas. Por lo tanto, la presente divulgación también proporciona vectores de expresión 15
adecuados y células huésped compatibles con ellos.

La presente divulgación también incluye composiciones farmacéuticas que incluyen polipéptidos biológicamente 
activos de eliminación y/o sustitución de mutantes de moléculas degradantes de proteoglicanos, y preferiblemente 
mutantes de eliminación o sustitución de polipéptidos de degradación de condroitina como se describe anteriormente, 
en combinación con un vehículo farmacéuticamente aceptable.20

Los mutantes de eliminación y/o mutantes de sustitución de los polipéptidos degradantes de proteoglicanos de la 
presente divulgación pueden usarse para promover la regeneración de neuritas en el tejido nervioso. Estos mutantes 
también podrían ser útiles en el tratamiento de otros trastornos del SNC en los que la plasticidad, la regeneración, o 
ambos podrían ser beneficiosos. Por ejemplo, las lesiones y trastornos del SNC pueden incluir, entre otros, lesión por 
contusión, lesión cerebral traumática, apoplejía, esclerosis múltiple, lesión del plexo braquial, ambliopía. Debido a sus 25
propiedades de degradación de proteoglicanos, se pueden usar para promover el suministro de composiciones 
terapéuticas y diagnósticos a tejidos y células que normalmente son impermeables a ellos. Alternativamente, se 
pueden usar para inhibir la penetración de composiciones terapéuticas, materiales de diagnóstico o células en tejidos 
que usan parte de la matriz extracelular para entrar en los tejidos. Debido a su tamaño más pequeño en comparación 
con la enzima de longitud completa, los mutantes de supresión y/o sustitución son más fáciles de hacer y más fáciles 30
de administrar a las células y tejidos objetivo. Estos y otros mutantes aún más pequeños de eliminación o sustitución 
de moléculas degradantes de proteoglicanos podrían usarse como posibles agentes terapéuticos con menor 
inmunogenicidad y capacidad de penetración tisular similar o superior para el tratamiento de la lesión del SNC.

Los mutantes por eliminación pueden ofrecer ventajas significativas sobre las proteínas de longitud completa en el 
proceso de desarrollo terapéutico. La penetración tisular de las enzimas puede verse significativamente afectada por 35
el tamaño de la proteína. El efecto del tamaño de la proteína en la penetración del tejido es difícil de predecir, pero 
depende del tamaño y la carga. La velocidad de penetración depende de la composición del tejido, las interacciones 
de carga y los efectos de hidratación. Tener enzimas activas de un tamaño muy amplio puede permitir la selección de 
una enzima en función de las propiedades óptimas de penetración del tejido, quizás maximizando las concentraciones 
efectivas o limitando la exposición periférica a la enzima.40

La respuesta inmunitaria de un mamífero a una proteína bacteriana puede o no limitar la capacidad de usar la proteína 
o el polipéptido como un agente terapéutico. La generación de anticuerpos contra la proteína puede restringir las 
exposiciones repetidas, así como potencialmente inactivar la proteína terapéutica haciéndola inefectiva. Las enzimas 
degradantes de proteoglicanos mutantes más pequeñas, preferiblemente enzimas condroitinasas mutantes, pueden 
limitar los sitios antigénicos, limitar una respuesta inmune o al menos simplificar el proceso de ingeniería de una 45
enzima con inmunogenicidad reducida.

La velocidad de liberación de proteínas a partir de matrices utilizadas a menudo en formulaciones de liberación 
sostenida puede depender del tamaño y la reticulación. La velocidad de liberación efectiva de los mutantes de 
eliminación del polipéptido degradante de proteoglicanos de la matriz se puede diseñar mediante la manipulación del 
tamaño de la enzima. Tener un repertorio de enzimas condroitinasas de varios tamaños y cargas dará una ventaja 50
significativa para el desarrollo de formulaciones de liberación sostenida.

Breve descripción de las figuras.

La figura 1(A) muestra Inmunoprecipitación Western de Anti-His-etiqueta (parte superior) y zimograma (parte inferior) 
que demuestra la actividad de expresión de la condroitinasa B delimitada NΔ120 CΔ120 mutante (SEQ ID NO: 17); la 
figura 1(B) muestra el Inmunoprecipitación Western Anti-His-tag (arriba) y el zimograma (abajo) que demuestran la 55
actividad de expresión de la eliminación de condroitinasa NΔ50 CΔ275 mutante (SEQ ID NO: 11);

La figura 2 ilustra la actividad de degradación relativa del sustrato de diversos polipéptidos mutantes de detección de 
la condroitinasa AC (SEQ ID NO: 6-11) en relación con la condroitinasa AC de longitud completa SEQ ID NO: 5;
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La figura 3(A) muestra un esquema de polipéptidos mutantes por eliminación de la condroitinasa AC (SEQ ID NO: 6-
11); la figura 3(B)muestra la confirmación de mutantes por eliminación de condroitinasa AC mediante
Inmunoprecipitación Western;

La figura 4 muestra la confirmación de la expresión de la proteína y la actividad catalítica de los mutantes de 
eliminación de la condroitinasa AC (SEQ ID NO: 6-11) mediante (A) Inmunoprecipitación Western y (B) zimografía;5

La figura 5 muestra un esquema de polipéptidos mutantes por eliminación (SEQ ID NO: 13-17) de la condroitinasa B 
(SEQ ID NO: 12);

La figura 6 muestra la confirmación de la expresión de la proteína y la actividad catalítica de la condroitinasa B y los 
mutantes de eliminación (SEQ ID NO: 12-17) mediante (A) Inmunoprecipitación Western y (B) zimografía;

La figura 7 muestra un esquema de los polipéptidos mutantes por eliminación de la condroitinasa ABC I (SEQ ID NO: 10
2-4) de la condroitinasa ABC I SEQ ID NO: 1;

Descripción detallada

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una" y "el/la" 
incluyen referencias plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Así, por ejemplo, la referencia 
a una "célula" es una referencia a una o más células y equivalentes de las mismas conocidas por los expertos en la 15
técnica, y así sucesivamente. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados 
en este documento tienen los mismos significados que entiende comúnmente un experto en la técnica.

"Opcional" u "opcionalmente" significa que el evento o circunstancia posteriormente descrito puede o no ocurrir, y que 
la descripción incluye casos en los que ocurre el evento o el material está presente y casos en los que el evento no 
ocurre o donde el material no está presente.20

Un aspecto de la presente divulgación se relaciona con una serie de mutantes de supresión y/o sustitución de genes 
de condroitinasa que se pueden usar para generar enzimas mutantes de eliminación con un peso molecular 
sustancialmente menor, pero modificado, y preferiblemente una actividad catalítica degradante de proteoglicanos 
equivalente en comparación con enzimas tipo silvestre. Los mutantes de eliminación y/o sustitución pueden generarse 
por reacción en cadena de la polimerasa. Los mutantes resultantes se expresan y luego se puede confirmar la actividad 25
enzimática del polipéptido mutante mediante el uso de zimografía.

Los mutantes de las moléculas degradantes de proteoglicanos se pueden usar para tratar lesiones del SNC en los 
mamíferos, típicamente causadas por un trauma o enfermedad. En particular, un mutante por eliminación de una 
molécula polipeptídica degradante de proteoglicanos como la condroitinasa, por ejemplo ABC Tipo I, (SEQ ID NO: 1 
o 37), condroitinasa ABC Tipo II, (SEQ ID NO: 27), condroitinasa AC, (SEQ ID NO: 5), y condroitinasa B, (SEQ ID NO: 30
12), o enzimas de mamíferos con actividad similar a la condroitinasa, como la hialuronidasa 1, (SEQ ID NO: 30), 
hialuronidasa 2, (SEQ ID NO: 31), hialuronidasa 3, (SEQ ID NO: 32), hialuronidasa 4, (SEQ ID NO: 33), y 
opcionalmente PH-20, (SEQ ID NO: 34), o mezclas de cualquiera de estos se pueden usar para proporcionar un 
tratamiento terapéutico para las lesiones y trastornos del SNC que pueden incluir, entre otros, lesión por contusión, 
lesión cerebral traumática, apoplejía, esclerosis múltiple, lesión del plexo braquial, ambliopía, lesiones de la médula 35
espinal. Las lesiones de la médula espinal incluyen enfermedades y lesiones traumáticas, como el aplastamiento de 
las neuronas provocadas por un accidente automovilístico, una caída, una contusión o una herida de bala, así como 
otras lesiones. La práctica de los métodos actuales puede conferir beneficios clínicos al mamífero tratado, 
proporcionando mejoras clínicamente relevantes en al menos una de las funciones de coordinación motora del sujeto 
y la percepción sensorial. Las mejoras clínicamente relevantes pueden ir desde una mejora detectable hasta una 40
restauración completa de una función deteriorada o pérdida del SNC.

Los mutantes de las moléculas degradantes de proteoglicanos, por ejemplo, los mutantes por eliminación de la 
condroitinasa AC (SEQ ID NO: 5), pueden tener su actividad enzimática estabilizada por la adición de excipientes o 
por liofilización. Los estabilizadores pueden incluir carbohidratos, aminoácidos, ácidos grasos y surfactantes y son 
conocidos por los expertos en la técnica. Ejemplos incluyen carbohidratos tales como sacarosa, lactosa, manitol y 45
dextrano, proteínas tales como albúmina y protamina, aminoácidos tales como arginina, glicina y treonina, surfactantes 
tales como TWEEN® y PLURONIC®, sales tales como cloruro de calcio y fosfato de sodio, y lípidos tales como ácidos 
grasos, fosfolípidos y sales biliares. Los estabilizantes pueden agregarse a los mutantes de eliminación del polipéptido 
degradante de proteoglicanos en una proporción de 1:10 a 4:1, carbohidrato a polipéptido, polipéptido de aminoácidos, 
estabilizador de proteína a polipéptido y sales a polipéptido 1:1000 a 1:20; tensioactivo para polipéptido; y 1:20 a 4:1, 50
lípidos a polipéptido. Otros estabilizadores incluyen altas concentraciones de sulfato de amonio, acetato de sodio o 
sulfato de sodio, en base a estudios comparativos con la actividad heparinasa. Los agentes estabilizantes, 
preferiblemente el sulfato de amonio u otra sal similar, se agregan a la enzima en una proporción de 0.1 a 4.0 mg de 
sulfato de amonio/UI.

Los polipéptidos mutantes degradantes de proteoglicanos pueden formularse como composiciones y pueden 55
administrarse por vía tópica, local o sistémica a un sujeto o paciente. Preferiblemente, el sujeto es un mamífero e 
incluso más preferiblemente un ser humano que necesita una composición degradante de proteoglicanos tal como 
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una de las condroitinasas. La administración tópica o local se puede utilizar para un mayor control de la aplicación. Se 
pueden mezclar uno o más polipéptidos mutantes degradantes de proteoglicanos, individualmente o en combinación, 
con un vehículo farmacéutico apropiado antes de la administración. Ejemplos de vehículos y aditivos farmacéuticos 
generalmente usados son diluyentes convencionales, aglutinantes, lubricantes, agentes colorantes, agentes 
desintegrantes, agentes tampón, agentes isotonizantes, conservantes, anestésicos y similares. Específicamente, los 5
portadores farmacéuticos que se pueden usar son dextrano, albúmina sérica, gelatina, creatinina, polietilenglicol, 
tensioactivos no iónicos (por ejemplo, ésteres de ácido graso de polioxietilen sorbitán, aceite de ricino endurecido con 
polioxietileno, ésteres de ácido graso de sacarosa, polioxietileno, polioxipropilen glicol) y compuestos similares.

Las composiciones que tienen un polipéptido degradante de proteoglicanos o un ácido nucleico para expresarlo 
también pueden incluir moléculas terapéuticas, diagnósticos y agentes para promover el crecimiento y la regeneración 10
de las neuritas. Ejemplos de moléculas de diagnóstico pueden incluir, entre otros, sondas fluorescentes, radioisótopos, 
colorantes o agentes de contraste magnético. Los compuestos que facilitan la plasticidad, el crecimiento de las neuritas 
y la regeneración pueden incluir moléculas que superan la inhibición del crecimiento de las neuritas, o promueven el 
crecimiento de los nervios, como los antagonistas solubles de NOGO como NgR27-311, moléculas de adhesión de las 
células neurales como L1, factores neurotróficos, factores de crecimiento, inhibidores de la fosfodiesterasa, e 15
inhibidores de MAG o MOG. Además, los mutantes por eliminación se pueden combinar con otros compuestos que 
promueven la remielinización, como las neuregulinas (GGF2) y los anticuerpos que promueven la remielinización.

La plasticidad del sistema nervioso se refiere a cualquier tipo de reorganización funcional. Esta reorganización se 
produce con el desarrollo, el aprendizaje y la memoria y la reparación del cerebro. Los cambios estructurales que se 
producen con la plasticidad pueden incluir la formación de sinapsis, la eliminación de sinapsis, el brote de neuritas e 20
incluso pueden incluir el fortalecimiento o el debilitamiento de las sinapsis existentes. La regeneración generalmente 
se diferencia de la plasticidad por el crecimiento de largo alcance de los axones en tractos interrumpidos que es 
característico de la regeneración.

La actividad biológica de las moléculas de degradación de proteoglicanos de la presente invención se puede usar para 
controlar la tasa de degradación de los proteoglicanos en un tejido, y por ejemplo se puede elegir para tener una 25
actividad de degradación más lenta para los tejidos sensibles y una mayor rata de degradación para degradar pociones 
de tejido que son más gruesas. La actividad puede controlarse por una o más sustituciones o eliminaciones de 
aminoácidos en el polipéptido o vectores utilizados para expresarlos; la actividad puede controlarse mediante la 
concentración o combinación de polipéptidos degradantes de proteoglicanos en una composición. Se puede hacer 
que la actividad degradante del proteoglicano sea mayor o menor que la del polipéptido de longitud completa. Por 30
ejemplo, se puede hacer que sea menor que la de la condroitinasa AC de longitud completa (SEQ ID NO: 5), y se 
puede hacer que sea menos de la mitad de activo que el polipéptido de longitud completa como se muestra en la figura
2. También, como se ilustra adicionalmente en la figura 2, se puede hacer que la actividad degradante del 
proteoglicano sea mayor que la condroitinasa AC de longitud completa (SEQ ID NO: 5), se puede hacer más activa 
que el polipéptido de longitud completa por un factor de 1.5 o más; puede ser más activo que el polipéptido de longitud 35
completa por un factor de 2.5 o más.

También se describen en el presente documento cepas bacterianas de P. vulgaris nativas o de tipo salvaje que se 
pueden usar típicamente para producir condroitinasas ABC I, (SEQ ID NO: 1 o 37), y condroitinasa ABC II, (SEQ ID 
NO: 27), y mutantes de estos polipéptidos de longitud completa en condiciones de crecimiento ordinarias. Las cepas 
de tipo salvaje de P. vulgaris pueden inducirse para producir niveles detectables de condroitinasa ABCI y sus mutantes 40
al proporcionar un sustrato inductor, como el sulfato de condroitina, como única fuente de carbono.

Se pueden usar ácidos nucleicos mutantes para expresar polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes. Los 
polipéptidos expresados o los ácidos nucleicos mutantes se pueden usar para tratar lesiones del SNC en mamíferos, 
generalmente causadas por un trauma o enfermedad. En particular, un ácido nucleico mutante por eliminación para 
expresar una molécula polipeptídica degradante de proteoglicanos como la condroitinasa ABC Tipo I, puede incluir la 45
condroitinasa ABC I clonada (SEQ ID NO: 22 o 28), la condroitinasa ABC II, (SEQ ID NO: 26), los ácidos nucleicos 
para expresar las proteínas de fusión de los mutantes de eliminación TAT-condroitinasa ABC I NΔ60 (SEQ ID NO: 43) 
y los mutantes de estos genes en E. coli se pueden expresar utilizando un sistema de expresión heterólogo con un 
inductor artificial. La condroitinasa AC (SEQ ID NO: 22 o 28) y la condroitinasa B (SEQ ID NO: 26) y sus mutantes 
pueden clonarse a partir de F. heparinum y expresarse en E. coli.50

Las moléculas de degradación de proteoglicanos de longitud completa como la condroitinasa AC (SEQ ID NO: 5), así 
como los mutantes de eliminación y/o sustitución de los polipéptidos de degradación de proteoglicanos se pueden 
clonar en varios vectores de expresión bacterianos y de mamíferos. Los vectores incluyen pET15b, pET14b, pGEX 
6P1, pDNA4HisMax o pSECTag2b. Los mutantes de eliminación y los polipéptidos sustituidos exhiben la capacidad 
de degradar proteoglicanos como la condroitina CS y DS, y tienen un tamaño y peso molecular más pequeños que los 55
polipéptidos de enzimas maduras, lo que se espera que facilite su difusión en las células, los tejidos y las membranas. 
Los vectores de expresión pueden incluir la secuencia de ácido nucleico que expresa un polipéptido degradante de 
proteoglicano mutante operativamente unido a una secuencia de control de la expresión. El enlace operativamente 
puede referirse a un enlace entre una secuencia de control de expresión y una secuencia de codificación, donde el 
enlace permite que la secuencia de control de expresión controle la expresión de la secuencia de codificación.60
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Las propiedades de los mutantes naturales, sustituidos y/o de eliminación de las moléculas degradantes de 
proteoglicanos pueden alterarse introduciendo una variedad de mutaciones en la proteína. Dichas alteraciones se 
introducen adecuadamente utilizando las técnicas de mutagénesis, por ejemplo, pero no se limitan a la mutagénesis 
de PRC, y las moléculas de polipéptidos mutados se sintetizan adecuadamente utilizando los vectores de expresión.

Los polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes incluyen eliminaciones y/o sustituciones de aminoácidos de 5
polipéptidos degradantes de proteoglicanos maduros. Preferiblemente, las eliminaciones o sustituciones incluyen 
cualesquiera dos aminoácidos consecutivos o separados, eliminaciones o sustituciones de aminoácidos N o C 
terminales, y eliminaciones o sustituciones internas de aminoácidos en el polipéptido. Las eliminaciones y/o 
sustituciones pueden comenzar con cualquier aminoácido en la molécula y es posible tener dos eliminaciones 
separadas en la molécula. La eliminación o sustitución da como resultado un polipéptido degradante de proteoglicanos 10
mutantes que es más pequeño que la enzima madura y conserva la capacidad de degradación de proteoglicanos. Los 
polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes pueden fusionarse o unirse a otro polipéptido. El polipéptido se 
usa para englobar sin ambigüedad secuencias de aminoácidos para mutantes de cualquier longitud que tienen 
actividad degradante de proteoglicanos y mejorar la plasticidad, incluidas aquellas menos la secuencia de señalización
que es inicialmente parte del polipéptido cuando se traduce y que se escinde mediante una modificación de la 15
traducción del huésped.

Los ácidos nucleicos mutantes incluyen eliminaciones y/o sustituciones de nucleótidos de genes que expresan los 
polipéptidos degradantes de proteoglicanos maduros. Las mutaciones de eliminación y sustitución a nivel de ADN se 
utilizan para introducir sustituciones de aminoácidos y/o eliminaciones en la proteína codificada. Estas eliminaciones
y sustituciones de nucleótidos pueden usarse para introducir eliminaciones y/o sustituciones en importantes regiones 20
conformacionales o activas del polipéptido. Un fragmento de ácido nucleico es un ácido nucleico que tiene menos 
nucleótidos que la secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos completa de un polipéptido 
degradante de proteoglicano maduro, pero que preferiblemente codifica un polipéptido mutante que retiene cierta 
actividad biológica de la proteína de longitud completa, por ejemplo, el fragmento polipeptídico conserva la capacidad 
de inducir la degradación de los proteoglicanos, promover la difusión de agentes terapéuticos en las células y tejidos, 25
o promover la regeneración de neuritas. Los genes que codifican mutantes N o C terminales de dominios de 
polipéptidos degradantes de proteoglicanos unidos a otros polipéptidos también pueden usarse en construcciones 
para la expresión de proteínas de fusión unidas a polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes.

Los polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes por eliminación y/o sustitución también pueden incluir 
derivados de estos polipéptidos que se han modificado química o enzimáticamente, pero que conservan su actividad 30
biológica para degradar los proteoglicanos. La actividad degradante de proteoglicanos de estos mutantes puede 
controlarse dependiendo de la eliminación y/o sustitución realizada al polipéptido o al ácido nucleico usado para 
expresar el polipéptido. Las variantes, fragmentos o análogos de los polipéptidos o ácidos nucleicos degradantes de 
proteoglicanos maduros y los vectores utilizados para expresarlos incluyen polipéptidos mutantes y ácidos nucleicos 
que tienen una secuencia que difiere del polipéptido maduro o la secuencia de ácidos nucleicos en una o más 35
eliminaciones, sustituciones o combinación de ambos, de tal manera que los polipéptidos degradantes de 
proteoglicanos retienen su actividad biológica y pueden degradar los proteoglicanos, y preferiblemente degradan los 
proteoglicanos de sulfato de condroitina.

Debido a la degeneración del código genético, un experto en la técnica reconocerá que un gran número de moléculas 
de ácido nucleico tienen una secuencia de al menos el 80%, preferiblemente el 85% o el 90%, aún más preferiblemente 40
el 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntico a una secuencia de ácido nucleico que codifica para una molécula degradante 
de proteoglicanos mutantes codificará un polipéptido mutante que tiene actividad degradante de proteoglicanos y 
preferiblemente capacidad degradante de condroitina. Se reconocerá además que, para tales moléculas de ácido 
nucleico que no son variantes degeneradas, un número razonable también codificará un polipéptido mutante que tiene 
actividad degradante de proteoglicanos. Esto se debe a que las sustituciones de aminoácidos que tienen una 45
probabilidad menor o ninguna probabilidad de afectar significativamente la actividad polipeptídica (por ejemplo, 
reemplazar un aminoácido alifático con un segundo aminoácido alifático) degradan los proteoglicanos y 
preferiblemente degradan la condroitina.

Las variantes incluidas en el presente documento pueden contener sustituciones, eliminaciones o adiciones 
individuales a las secuencias de ácidos nucleicos o polipéptidos. Tales cambios alterarán, agregarán o eliminarán un 50
solo aminoácido o un pequeño porcentaje de aminoácidos en la secuencia codificada. Las variantes se denominan
"variantes modificadas de manera conservadora" en las que la alteración produce la sustitución de un aminoácido con 
un aminoácido químicamente similar.

El descubrimiento de que la actividad degradante de proteoglicanos de los polipéptidos mutantes de eliminación y 
sustitución puede controlarse para que sea menor, aproximadamente igual o mayor que la molécula degradante de 55
proteoglicanos de longitud completa tiene otra ventaja potencial. Una composición farmacéutica que contiene las 
moléculas degradantes de proteoglicanos puede administrarse por vía parenteral, intravenosa o subcutánea. El uso 
de un hidrogel compuesto por un polímero biodegradable que contiene el polipéptido y libera continuamente el 
polipéptido está limitado por la cantidad de polipéptido que puede estar incluido en el hidrogel. El uso de un mutante 
por eliminación del polipéptido con mayor actividad específica implica que, en una base molar, se puede encerrar más 60
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del principio activo en el mismo volumen, lo que aumenta el tiempo entre administraciones sucesivas o posiblemente 
evita administraciones repetidas.

La purificación del polipéptido obtenido después de la expresión depende de la célula hospedadora y del constructo 
de expresión utilizado. En general, la purificación de mutantes de supresión o sustitución de proteoglicanos se puede 
realizar de la misma manera que la purificación de polipéptidos nativos de longitud completa, incluido el uso de 5
etiquetas de histidina.

Los polipéptidos y proteínas degradantes de proteoglicanos mutantes por eliminación o sustitución se administran en 
una cantidad eficaz para degradar los CSPG. Los polipéptidos pueden usarse para ayudar a la difusión de 
composiciones terapéuticas y de diagnóstico a los tejidos y pueden usarse para promover la recuperación de la función 
neurológica y el crecimiento de las neuritas. Una vez que las proteínas o polipéptidos degradantes de proteoglicanos 10
mutantes en las composiciones se han purificado en la medida deseada, se pueden suspender o diluir en un portador
o excipiente fisiológico apropiado para el tratamiento con SCI o para ensayos de selección de composiciones que 
promuevan el crecimiento de neuritas in vitro en sustratos adecuados como aggrecano. En los modelos de SCI, las 
dosis intratecales efectivas de condroitinasas en ratas han sido de aproximadamente 0.06 unidades en días alternos 
durante 14 días. Una dosis para un humano de 70 kilogramos puede ser de aproximadamente 17 Unidades. A 15
aproximadamente 100 Unidades/miligramo, esto equivaldría a unos 170 microgramos. Las dosis de hasta 20 Unidades 
parecen seguras en sujetos mamíferos como las ratas. Las composiciones pueden incluir un polipéptido mutante 
degradante de proteoglicano, preferiblemente polipéptidos de condroitinasa mutantes, y más preferiblemente aun 
polipéptidos de condroitinasa mutantes de eliminación. Estas composiciones también pueden incluir otras moléculas 
degradantes de proteoglicanos y mutantes de eliminación y/o sustitución de ellas, moléculas que bloquean la acción 20
de los inhibidores del crecimiento de neuritas, moléculas que promueven la adhesión de neuritas o axones, 
diagnóstico, terapéutica o la molécula degradante de proteoglicanos como parte de una proteína de fusión. La mezcla 
o proteína de fusión se puede agregar a un vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable y se puede inyectar, 
generalmente en concentraciones en el rango de 1 µg a 500 mg/kg de sujeto. La administración del agente puede ser 
mediante inyección en bolo, administración intravenosa, infusión continua, liberación sostenida de implantes o 25
productos farmacéuticos de liberación sostenida. La administración por inyección puede ser intramuscular, peritoneal, 
subcutánea, intravenosa, intratecalmente. La administración oral puede incluir tabletas o cápsulas, preferiblemente la 
dosis oral es una formulación de liberación sostenida para administración una o dos veces al día. La administración 
percutánea puede ser una vez al día, y preferiblemente es menos de una administración al día. La administración al 
paciente humano u otro sujeto mamífero puede continuarse hasta que se logre una mejora medible en la función 30
autónoma o motora en el paciente.

Los polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes o polipéptidos de fusión que los incluyen también pueden 
expresarse o secretarse por células modificadas genéticamente. El polipéptido degradante de proteoglicano o 
polipéptidos de fusión expresados pueden recogerse y purificarse para una composición terapéutica, o las células 
modificadas genéticamente pueden implantarse, ya sea libres o en una cápsula, en o cerca del sitio de la lesión del 35
SNC o un tejido en el que se desea la difusión controlada de la molécula terapéutica o diagnóstica. Los ácidos 
nucleicos mutantes para expresar polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes se ilustran mediante ejemplos 
de condroitinasa ABC I (SEQ ID NO: 22 y 28) que codifican polipéptidos ABC I de condroitinasa sustituidos y aquellos 
sin secuencias de aminoácidos líder; mutante de ácido nucleico de la condroitinasa B (SEQ ID NO: 21) que codifica el 
polipéptido mutante NΔ120 CΔ120 de la condroitinasa B (SEQ ID NO: 21); y la condroitinasa AC mutante de ácido 40
nucleico (SEQ ID NO: 19) que codifica el polipéptido mutante NΔ50 CΔ275 de la condroitinasa AC (SEQ ID NO: 11). 
Un ejemplo de un ácido nucleico de fusión incluye un constructo de ADN de fusión de condroitinasa ABCI mutante por 
eliminación TAT (SEQ ID NO: 41). Otro ejemplo sería un ácido nucleico para TAT-condroitinasa ABCI-NΔ60 (SEQ ID 
NO: 43) para el polipéptido expresado (SEQ ID NO: 44).

Una vez que el polipéptido degradante de proteoglicano mutante se administra a células o un tejido con CSPG, la 45
degradación de los CSPG elimina las moléculas inhibitorias que bloquean el crecimiento de las neuritas y permiten la 
regeneración de las neuritas en el área afectada. La eliminación de CSPG también promueve la plasticidad en el SNC. 
Por ejemplo, los polipéptidos de longitud completa de la condroitinasa AC (SEQ ID NO: 5) y la condroitinasa B (SEQ 
ID NO: 12), degradan CS y DS, respectivamente, dando como resultado disacáridos sulfatados insaturados. La 
condroitinasa AC (SEQ ID NO: 5), escinde CS en enlaces glicosídicos 1,4 entre N-acetilgalactosamina y ácido 50
glucurónico en el esqueleto de polisacárido de CS. La escisión se produce a través de la eliminación beta en un patrón 
de acción endolítica aleatoria. La condroitinasa B (SEQ ID NO: 12) rompe el enlace del ácido idurónico galactosamina 
1,4 en el esqueleto de polisacárido de DS. La división tanto de CS como de DS ocurre a través de un proceso de 
eliminación beta que diferencia estos mecanismos enzimáticos de las enzimas degradadoras de GAG de mamíferos. 
La condroitinasa ABC I (SEQ ID NO: 1), la condroitinasa ABC II (SEQ ID NO: 27) son exo y endoliasas que escinden 55
tanto CS como DS. La eliminación de CS y DS de una cicatriz glial permite la regeneración de las neuritas en el área 
lesionada y promueve la plasticidad. Por ejemplo, las moléculas degradantes de proteoglicanos ilustradas en la Figura 
2, condroitinasa AC (SEQ ID NO: 5) y varios condroitinasa AC mutante (SEQ ID NO: 6-11) degradan un sustrato de 
proteoglicano modelo en diversas cantidades. Se muestran resultados similares mediante un zimógrafo in vitro para 
la condroitinasa B (SEQ ID NO: 12) y los mutantes ilustrativos (SEQ ID NO: 13-17) en la Figura 6. Es razonable esperar 60
que, dado que una molécula degradadora de proteoglicanos como la condroitinasa ABC I (SEQ ID NO: 1) mejora la 
recuperación funcional en ratas con lesión contusiva de la médula espinal y también facilita la difusión de compuestos 
modelo en el tejido cerebral, los polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes y las composiciones que los 
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contienen también pueden mejorar la recuperación funcional en sujetos mamíferos como ratas con lesiones contusivas 
de la médula espinal y también pueden facilitar la difusión de compuestos modelo en el tejido cerebral.

La regeneración de las células nerviosas y la restauración de la plasticidad en el área del SNC afectada permite el 
retorno de la función motora y sensorial. La mejora clínicamente relevante variará desde una mejora detectable hasta 
una restauración completa de una función nerviosa deteriorada o perdida, que varía según los pacientes y las lesiones5
individuales. El grado de recuperación funcional se puede demostrar mejorando la conducción del tracto corticoespinal, 
mejorando la extracción de la cinta, la marcha en viga, marcha rejilla y la colocación de la pata después del tratamiento 
con condroitinasa de una lesión de la columna dorsal. La mejora de las habilidades motoras, así como la función 
autónoma: la función intestinal, vesical, sensorial y sexual también pueden usarse como medidas de mejora de la 
función y ser relacionadas con la estructura molecular y los componentes en las composiciones de la presente 10
divulgación.

Se puede generar una serie de polinucleótidos que incluyen la codificación para la eliminación o mutación de 
sustitución de los polipéptidos degradantes de proteoglicanos mediante PCR utilizando los ADNc de longitud completa 
para los proteoglicanos como plantillas y se clonan en un vector de expresión como pET15b en los sitios NdeI y BamHI 
para expresión en E. coli. Después de la inducción de la expresión génica con isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 15
(IPTG), las bacterias pueden someterse a lisis por sonicación con la extracción concomitante del polipéptido mutante 
con un surfactante como Triton X-114/PBS. La mayoría de los polipéptidos degradantes de proteoglicanos 
recombinantes se pueden encontrar en la fracción citosólica del lisado de células bacterianas y los protocolos de 
purificación de condroitinasa se pueden usar para obtener la enzima degradante de proteoglicanos mutantes con alta 
actividad con altos rendimientos. Este protocolo puede incluir la purificación por una columna que tenga un anticuerpo 20
anti-His para unirse selectivamente a los polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes marcados con His y 
también puede incluir cromatografía de intercambio catiónico como paso de captura y filtración en gel como paso de 
pulimiento. Después de estos pasos, la filtración de membrana de intercambio aniónico, por ejemplo, Intercept Q, 
Millipore, puede usarse para la eliminación de endotoxinas y ADN del huésped. Después de la filtración, los 
polipéptidos mutantes degradantes de proteoglicanos pueden dializarse en un regulador volátil, pH 8.0 y liofilizarse 25
hasta sequedad. Se espera que el producto final sea estable a -70°C para el almacenamiento a largo plazo. El pI del 
polipéptido mutante degradante de proteoglicano básico purificado puede determinarse mediante el análisis IEF-PAGE 
de las muestras del lisado celular crudo.

Se puede usar una variedad de métodos analíticos para comparar la actividad enzimática de la versión recombinante 
de los mutantes de eliminación o sustitución de los polipéptidos degradantes de proteoglicanos con los de las 30
moléculas degradantes de proteoglicanos de longitud completa como la condroitinasa ABC I (SEQ ID NO: 37) o una 
forma disponible comercialmente de la enzima. Los métodos también pueden adaptarse para evaluar la actividad de 
proteínas de fusión que incluyen una porción de polipéptido degradante de proteoglicano mutante. Las mediciones de 
actividad específica se pueden obtener utilizando un ensayo espectrofotométrico aceptado que mide el cambio en la 
absorbancia debido a la producción de productos de reacción a partir de la degradación de los proteoglicanos. La 35
cromatografía de exclusión por tamaño se puede usar para comparar las propiedades hidrodinámicas de las enzimas 
mutantes.

Se puede usar una forma de zimografía para caracterizar la enzima degradadora de proteoglicanos madura y se puede 
adaptar para la caracterización de los mutantes polipéptidos degradantes de proteoglicanos. Los geles de 
poliacrilamida pueden polimerizarse en presencia de aggrecano, un sustrato para moléculas degradantes de 40
proteoglicanos como la condroitinasa ABCI. Los polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes, muestras de 
enzimas, pueden resolverse en los geles impregnados con aggrecano por electroforesis en presencia de SDS. Los 
geles se pueden someter luego a una etapa de renaturalización en donde se puede extraer el SDS y dejar que las 
enzimas se replieguen. La enzima replegada recupera la actividad y luego digiere el aggrecano dentro del gel y la 
pérdida resultante de carbohidratos en esa región del gel que puede visualizarse mediante una mancha específica de 45
carbohidratos. Se esperaría una pérdida similar de carbohidratos en el gel para formas igualmente activas y 
concentración de las moléculas degradantes de proteoglicanos mutantes. En el caso de la condroitinasa ABCI 
recombinante, su actividad se puede visualizar como un punto claro en el zimograma. Los resultados de la zimografía 
son consistentes con el análisis espectrofotométrico.

Los métodos de HPLC se pueden usar para detectar los cuatro y seis disacáridos sulfatados (Δ4DS y Δ6DS, 50
respectivamente) liberados como resultado de la digestión del polipéptido degradante de proteoglicanos mutantes de 
CSPG. Los dos disacáridos pueden resolverse eficazmente por cromatografía de intercambio aniónico. Se espera que 
el ensayo de HPLC para la cuantificación de Δ4DS y Δ6DS de los cromatogramas produzca una relación lineal 
proporcional a las cantidades inyectadas en la HPLC. La producción de Δ4DS y Δ6DS a partir de la digestión con 
CSPG está directamente relacionada con la cantidad de actividad específica de condroitinasa determinada por el 55
ensayo espectrofotométrico. Este ensayo se puede usar como un método sensible y preciso para cuantificar 
independientemente la Δ4DS y la Δ6DS liberada por la digestión de polipéptidos degradantes de proteoglicanos 
mutantes de una variedad de sustratos y también se puede usar para determinar la actividad de los polipéptidos 
degradantes de proteoglicanos y las proteínas de fusión que los incluyen.

Otro ensayo funcional que se puede realizar para caracterizar la actividad del polipéptido proteoglicano mutante es 60
cuando se colocan neuronas ganglianas de la raíz dorsal (DRG) en placas de aggrecano o aggrecano tratado con un 
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polipéptido degradante de proteoglicano mutante por eliminación o sustitución. Se espera que las neuronas sembradas 
en aggrecano no se adhieran a la placa y extiendan los axones. En contraste, se esperaría que las neuronas 
sembradas en aggrecano tratado con un polipéptido degradante de proteoglicanos mutantes en una composición o 
como parte de un polipéptido de fusión se adhieran a la superficie y extiendan los axones. Se cree que el extenso 
crecimiento del axón, que se observa para la condroitinasa ABC I (SEQ ID NO: 37) se debe a la digestión de los 5
carbohidratos en la proteína del núcleo de aggrecano que crea un sustrato más permisivo para el crecimiento del axón.

La invención se describe adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1

Este ejemplo vaticinador ilustra la difusión de moléculas en células y tejidos utilizando un mutante de eliminación o 
sustitución de un polipéptido degradante de proteoglicanos en una composición.10

Un cerebro de una rata Sprague Dawley adulta puede retirarse del cráneo y los hemisferios pueden empaparse en 
regulador solo o que contiene aproximadamente 33 U/ml de un polipéptido degradante de proteoglicanos mutantes tal 
como la proteína (SEQ ID NO: 9) NΔ50 CΔ200 AC (T74-T500) durante 2 horas a 37°C. Los hemisferios pueden 
enjuagarse y colocarse inmediatamente en un colorante como la eosina Y (Sigma) o una solución saturada de rojo 
Congo (Sigma) en etanol al 70%. Se pueden cortar secciones de tejido y obtener imágenes en un escáner. La 15
penetración de los colorantes en el tejido cerebral puede usarse como una indicación de la actividad degradante de 
proteoglicanos de una molécula degradante de proteoglicanos mutantes y la penetración o difusión expectante de 
moléculas terapéuticas y de diagnóstico en el mismo tipo de tejido.

Ejemplo 2

Este ejemplo vaticinador ilustra un protocolo de ensayo de condroitinasa ABC I que puede modificarse para medir la 20
actividad de una molécula degradante de proteoglicanos mutante, por ejemplo, un mutante de eliminación de 
condroitinasa ABCI o proteínas de fusión que incluyen una mutación por eliminación y/o sustitución de un mutante de 
un polipéptido degradante de proteoglicanos.

La producción de productos de reacción a partir de la actividad catalítica de una molécula degradante de 
proteoglicanos o proteína de fusión se puede determinar mediante una medición de la absorbancia del producto de 25
degradación de proteoglicanos a una longitud de onda de 232 nm. Una mezcla de reacción típica consistió en 120 µl 
de mezcla de reacción (Tris 40 mM, pH 8.0, acetato de Na 40 mM, caseína al 0.002%) combinada con un sustrato (5 
µl de condroitina C 50 mM (PM 521), condroitina 6 SO4 o sulfato de dermatán) y 1.5 µl de condroitinasa ABCI (SEQ 
ID NO: 1) o un mutante de la condroitinasa similar (SEQ ID NO: 2). Se pueden preparar alícuotas de la mezcla de 
reacción de aproximadamente 120 µl a 30-37°C durante 3 minutos o más. La formación del producto se controla como 30
un aumento de la absorbancia a 232 nm en función del tiempo a una longitud de onda de 232 nm utilizando un 
espectrómetro. La reacción se puede detener mediante la adición de SDS al 0.1%, seguida de ebullición durante 5 
minutos. La actividad observada se puede convertir en unidades (µmoles de producto formado por minuto) utilizando 
el coeficiente de absorción molar para el doble enlace C4-C5 formado en la reacción (3800 cm-1min-1).

Conociendo el coeficiente de absorción molar para el producto de reacción, midiendo el cambio en la absorbancia del 35
producto de reacción a una lectura de 232 nm a lo largo del tiempo al agregar una cantidad conocida de condroitinasa 
ABCI (SEQ ID NO: 1) u otro polipéptido degradante de proteoglicano mutante a la mezcla de reacción de 120 µl con 
0.002% de caseína y un sustrato de condroitina agregado, puede determinarse la actividad específica en umol/min del 
polipéptido degradante de proteoglicano mutante. La condroitinasa ABC I de Seikagaku tiene una actividad específica 
en estas condiciones de ensayo de aproximadamente 450 µmoles/min/mg.40

Una molécula degradante de proteoglicanos como la condroitinasa ABC I (SEQ ID NO: 37) digiere la condroitina 
presente en el tejido del SNC y mejora la recuperación funcional en ratas con lesiones por contusión en la médula 
espinal. Es razonable esperar que los mutantes de las moléculas degradantes de proteoglicanos, como el polipéptido 
(SEQ ID NO: 11) NΔ50 CΔ275 AC (T74-T426) que muestre actividad degradante de proteoglicanos también puedan 
mostrar cierta regeneración de los nervios, estimular la plasticidad y ser útiles para la difusión de agentes en los tejidos.45
El modo de administración, el momento de la administración y la dosificación se llevan a cabo de manera que la 
recuperación funcional del deterioro del SNC se vea favorecida por la promoción del crecimiento y la plasticidad de 
las neuritas. Es razonable esperar que una vez que se administren los mutantes de eliminación o sustitución de las 
moléculas degradantes de proteoglicanos tales como la proteína (SEQ ID NO: 11) NΔ50 CΔ275 AC (T74-T426), la 
degradación de los CSPG pueda eliminar las moléculas inhibitorias en el tejido que bloquea la difusión del fármaco, 50
bloquear el crecimiento de las neuritas y promover la regeneración de las neuritas u otras terapias en el área afectada. 
La regeneración y la plasticidad de las células nerviosas en el área del SNC afectada puede permitir el retorno de la 
función motora y sensorial. Las mejoras clínicamente relevantes irán desde una mejora detectable hasta una 
restauración completa de una función nerviosa deteriorada o perdida, que varía según los pacientes individuales y las 
lesiones.55

Ejemplo 3

Este ejemplo muestra que los mutantes por eliminación de la condroitinasa son biológicamente activos.
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Las condroitinasas AC y B producidas de forma recombinante han demostrado su eficacia in vitro al superar la barrera 
de un borde de sustrato inhibitorio, como el aggrecano, y dan como resultado la extensión de las neuritas para las 
neuronas corticales de rata. Para facilitar el transporte efectivo de las enzimas anteriores al sitio de la lesión, se 
prepararon mutantes por eliminación de estas condroitinasas para determinar los polipéptidos de tamaño mínimo 
capaces de degradar los CSPG. La actividad de escisión de todos estos mutantes se ha analizado in vitro mediante 5
un ensayo zimográfico utilizando aggrecano como sustrato. Se encontró que un polipéptido truncado de condroitinasa 
AC (nΔ50-cΔ275) (SEQ ID NO: 11) que carece de 50 y 275 aminoácidos de los terminales amino y carboxi, 
respectivamente, que tiene un peso molecular de 38 kDa en comparación con 75 kDa de la proteína de longitud 
completa aproximadamente el tamaño mínimo de la condroitinasa AC mutante que retiene la actividad según se 
analiza mediante un ensayo de zimografía Figura 4(B). Sin embargo, un mutante aún más pequeño, el mutante por 10
eliminación de la condroitinasa B (nΔ 120-cΔ 120) (SEQ ID NO: 17) que carece de 120 aminoácidos de cada uno de 
los extremos amino y carboxi, tiene un peso molecular de 26 kDa en comparación con 52 kDa de la proteína de longitud 
completa, también se ha demostrado que retiene la actividad en el ensayo de zimografía figura 6(B). Estos y otros 
mutantes de eliminación incluso más pequeños se podrían usar como posibles agentes terapéuticos con menor 
inmunogenicidad y una capacidad de penetración tisular similar o superior en comparación con la enzima madura y 15
se podrían usar para el tratamiento de lesiones de la médula espinal.

Se generó una serie de mutantes de eliminación de condroitinasa AC y B mediante PCR utilizando los ADNc de 
longitud completa para condroitinasas AC y B como moldes y se clonaron en el vector de expresión pET15b en los 
sitios NdeI y BamHI. Se construyeron mutantes de longitud completa y de eliminación con etiquetas de histidina para 
facilitar la detección y purificación. Cada uno de estos ADNc se indujo mediante isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 20
(IPTG) y la expresión se confirmó mediante inmunoprecipitación Western usando un anticuerpo anti-His (Novagen). 
La figura 3(A) muestra esquemáticamente varios mutantes de eliminación no limitantes, y la figura 3(B) muestra la 
confirmación de la expresión de estos polipéptidos mutantes de la condroitinasa AC mediante transferencia de 
antihistidina con etiqueta Inmunoprecipitación Western. Las figuras 5 y 6 muestran la misma información para las 
eliminaciones de condroitinasa B. Las transferencias Western demuestran proteínas de tamaño predicho. La PAGE 25
zimográfica de los mutantes por eliminación muestra bandas intensas de digestión del sustrato (liviano) y tinción 
negativa para carbohidratos.

Ensayo de zimografía. Los geles de SDS-poliacrilamida se vertieron con aggrecano (85 µg/ml) polimerizado en él. Los 
extractos crudos de mutantes por eliminación de las condroitinasas AC y B se corrieron y se volvieron a madurar a 
37°C durante la noche. Después de la separación, el gel se incuba en cetilpiridinio al 0.2% durante 90 minutos a 30
temperatura ambiente. La digestión de los proteoglicanos por las condroitinasas se visualiza tiñendo el gel con Azul 
de toluideno al 0.2% en etanol-H2O-ácido acético (50:49:1 v/v/v) durante 30 minutos y se destiñe con etanol-H2O-ácido 
acetálico (50: 49:1 v/v/v). Después de desteñir, el gel se incuba durante la noche en una solución de 50 µg/ml de 
Stains-all en etanol al 50% en la oscuridad y se destiñe con H2O. La aparición de bandas claras en el gel muestra la 
digestión de los carbohidratos por las condroitinasas de la CSPG que abandonan la proteína central que permanece 35
sin teñir (figura 4 y figura 6).

Ejemplo 4

Este ejemplo describe el enlace de una etiqueta His a un polipéptido degradante de proteoglicanos mutantes.

Los mutantes por eliminación de la condroitinasa ABC I en donde al mutante le falta un cierto número de aminoácidos 
del extremo N-terminal y mantiene la actividad degradante de proteoglicanos se pueden generar (SEQ ID NO: 2-4).40
Estas eliminaciones N-terminales mantienen una etiqueta de histidina que está unida al extremo N; sin embargo, la 
condroitinasa ABC I de longitud completa etiquetada de manera similar (SEQ ID NO: 1) no mantuvo la etiqueta de 
histidina después de la experimentación.

Los mutantes de eliminación catalíticamente activos de la condroitinasa ABC I se pueden preparar, por ejemplo, pero 
no se limitan a eliminar 20 y 60 aminoácidos respectivamente del extremo N de la proteína ABC I madura como se 45
muestra en la figura 7. También se puede hacer un polipéptido mutante con eliminaciones N y C terminales tales como 
la condroitinasa ABC I-NΔ60-CΔ80 (SEQ ID NO: 4).

Estos mutantes de eliminación de condroitinasa y mutantes de otras moléculas degradantes de proteoglicanos pueden 
usarse para la construcción de la proteína quimérica de fusión N-terminal. Las pruebas de ensayo con estos 
polipéptidos de fusión para la degradación de condroitina se pueden usar para determinar la eficacia de ABCI maduro 50
frente a varios mutantes por eliminación en composiciones y proteínas de fusión con respecto a la especificidad del 
sustrato, la unión al sustrato y la penetración en el tejido. El ensayo funcional se puede realizar para caracterizar la 
actividad del polipéptido proteoglicano mutante o polipéptidos de fusión que los incluyen. En este ensayo funcional, 
las neuronas ganglianas de la raíz dorsal (DRG) se pueden colocar en placas de aggrecano o aggrecano tratado con 
un polipéptido degradante de proteoglicanos mutantes o un polipéptido de fusión que incluya el mutante. Se espera 55
que las neuronas sembradas en aggrecano no se adhieran a la placa y extiendan los axones. En contraste, se 
esperaría que las neuronas sembradas en aggrecano tratadas con un polipéptido degradante de proteoglicanos 
mutantes o un polipéptido de fusión que incluya el mutante en una composición o como parte de un polipéptido de 
fusión se adhieran a la superficie y extiendan los axones. Se cree que el crecimiento extenso del axón, que se observa 
para una condroitinasa como la condroitinasa ABC I (SEQ ID NO: 1 o 37) en el sustrato de aggrecano se debe a la 60
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digestión de los carbohidratos en la proteína del núcleo de aggrecano, lo que crea un sustrato más permisivo para 
crecimiento del axón.

Ejemplo 5

Este ejemplo vaticinador describe un mutante de la condroitinasa ABC I que tiene una estructura de proteína nativa, 
pero carece de actividad catalítica degradadora de proteoglicanos.5

Este mutante se puede preparar como un control nulo o negativo para los bioensayos y los estudios de SCI. Sobre la 
base de la estructura cristalina de la condroitinasa ABC I, se puede preparar un mutante específico del sitio designado 
como H501a e Y508a (SEQ ID NO: 36) para eliminar la actividad catalítica en el sitio activo supuesto. Dichos mutantes 
pueden analizarse para determinar la inactivación de la actividad catalítica y la SEC para compararlos con la enzima 
de tipo salvaje. El mutante de actividad nula también se puede usar para proporcionar un control negativo para las 10
diversas proteínas de fusión degradantes de proteoglicanos para su uso en bioensayos y, en última instancia, en 
estudios con animales con SCI.

Ejemplo 6

Este ejemplo ilustra ejemplos de polipéptidos degradantes de proteoglicanos mutantes que incluyen tanto la sustitución 
como las eliminaciones de los polipéptidos de la presente invención.15

La secuencia de la condroitinasa ABC I (SEQ ID NO: 37) es una secuencia publicada para un péptido de la 
condroitinasa ABC I madura e incluye la secuencia guía. La secuencia de la condroitinasa ABC I (SEQ ID NO: 37) es 
similar a (SEQ ID NO: 1 o 29), sin embargo (SEQ ID NO: 1) no tiene los primeros 25 aminoácidos de (SEQ ID NO: 
37), y los aminoácidos en las posiciones 154 y 195 de (SEQ ID NO: 37) difieren de aquellos (sustituciones) encontrados 
en posiciones similares cuando (SEQ ID NO: 1) y (SEQ ID NO: 37) están alineados.20

(La SEQ ID NO: 38-40) ilustra las eliminaciones del terminal N o C del polipéptido (SEQ ID NO: 37) y las sustituciones 
relativas a la (SEQ ID NO: 1). Estos polipéptidos mutantes son NΔ20 (SEQ ID NO: 38), NΔ60 (SEQ ID NO: 39) y NΔ60 
CΔ80 (SEQ ID NO: 40).

Ejemplo 7

Este ejemplo presenta ilustraciones no limitativas de polipéptidos mutantes de la presente invención fusionados con 25
un polipéptido de transducción de membrana tal como, entre otros, una porción polipeptídica de una proteína TAT del 
VIH. Las listas de secuencias completas para los polipéptidos de fusión mutantes se proporcionan en la lista de 
secuencias incluida en la especificación.

Una secuencia de nucleótidos para la condroitinasa ABCI-nΔ20 de TAT (SEQ ID NO 41), una parte de la cual se ilustra 
a continuación, muestra los nucleótidos de la secuencia TAT resaltados subrayando los enlaces a los nucleótidos de 30
condroitinasa.

1 ggtc gtaaaaagcg tcgtcaacgt cgtcgtcctc ctcaatgcgc acaaaataac

61 ccattagcag acttctcatc agataaaaac tcaatactaa cgttatctga taaacgtagc

Los nucleótidos subrayados en esta porción de la secuencia de ácido nucleico denotan una secuencia TAT unida al 
5' del ácido nucleico de la condroitinasa ABC I-NΔ20 (SEQ ID NO. 47).35

Una secuencia de aminoácidos para TAT-condroitinasa ABCI-nΔ20 (SEQ ID NO. 42), una parte de la cual se muestra 
a continuación, ilustra los aminoácidos de la secuencia TAT resaltados subrayando en el extremo N de la condroitinasa 
ABCI-NΔ20 (SEQ ID NO. 2).

Una secuencia de nucleótidos para TAT-ABCI-NΔ60 (SEQ ID NO. 43), una parte de la cual se ilustra a continuación, 40
muestra los nucleótidos TAT N-terminales (SEQ ID NO. 49) resaltados al subrayar.

La secuencia de aminoácidos para TAT-ABCI-nΔ60 (SEQ ID NO. 44) una parte de la cual se muestra a continuación, 
ilustra la secuencia TAT (SEQ ID NO. 50) resaltada al subrayar en el extremo N de la condroitinasa ABC I -NΔ60 (SEQ 
ID NO. 3).45
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La secuencia de nucleótidos para ABCI-TAT-C (SEQ ID NO. 45), una parte de la cual se ilustra a continuación, muestra 
los nucleótidos de la secuencia TAT C-terminal resaltados por el subrayado. El codón de detención de la condroitinasa 
ABC I (SEQ ID NO. 28) se reemplazó por la secuencia TAT y se colocó en el extremo 3' de la secuencia TAT.

5

La secuencia de aminoácidos para ABCI-TAT-C (SEQ ID NO. 46), una parte de la cual se muestra a continuación, 
ilustra la secuencia TAT, resaltada por el subrayado, unida al polipéptido condroitinasa en el extremo C-terminal de la 
condroitinasa madura ABC I (SEQ ID NO: 1).

Ejemplo 810

Este ejemplo ilustra la secuencia de ácido nucleico de condroitinasa y polipéptidos que pueden usarse para 
eliminaciones o sustituciones en mutantes de la presente invención. En esta secuencia, las discrepancias de las 
secuencias publicadas se resaltan en negrita tanto a nivel de nucleótidos como a nivel de aminoácidos. Estos son 
ilustrativos de las sustituciones en la presente invención.

SEQ ID NO: 26 Ácido nucleico de condroitinasa ABC II de la presente invención15
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Las discrepancias anteriores, el texto en negrita, en el nivel de nucleótidos dieron como resultado una identidad del 
98.3% a nivel de aminoácidos y los residuos sustituidos se marcan en el texto en negrita a continuación.

SEQ ID NO: 27 Proteína de Condroitinasa ABC II de la presente invención
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SEQ ID NO: 28 Ácido nucleico de Condroitinasa ABC I de la presente invención
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La identidad de secuencia a nivel de aminoácidos se muestra a continuación:

SEQ ID NO: 29 Proteína de la Condroitinasa ABC I de la presente invención
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LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 Proteína de Condroitinasa ABCI

ORIGEN

10

SEQ ID NO: 2 proteína NΔ20 ABCI (A45-N1023),

SEQ ID NO: 3 proteína NΔ60 ABCI (F85-N1023)
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SEQ ID No. 4: proteína NΔ60 CΔ80ABCI (F85-A942)

SEQ ID NO: 5 proteína Condroitinasa AC Locus 1HMW_A

ORIGEN5

SEQ ID NO: 6 proteína CΔ200 AC (Q23-T500) 

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3
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SEQ ID NO: 7 proteína CΔ220 AC (Q23-A480)

SEQ ID NO: 8 proteína NΔ20 CΔ200 AC (L43-T500)

5

SEQ ID NO: 9 proteína NΔ50 CΔ200 AC (T74-T500)

SEQ ID NO: 10 proteína NΔ100 CΔ200 AC (S123-T500)

SEQ ID NO: 11 proteína NΔ50 CΔ275 AC (T74-L426)10

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



33

SEQ ID NO: 12 proteína Condroitinasa B Locus Q46079

ORIGEN

SEQ ID NO: 13 proteína NΔ80 Seguimiento B (G106-H506)5

SEQ ID NO: 14 proteína NΔ120 Seguimiento B (I146-H506)

SEQ ID NO: 15 proteína CΔ19 Seguimiento B (Q26-L488)10

SEQ ID NO: 16 proteína CΔ120 Seguimiento B (Q26-K390)

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



34

SEQ ID NO: 17 proteína NΔ120 CΔ120 Seguimiento B (I146-K390)

SEQ ID NO: 18 nucleótido Condroitinasa AC Locus CHU27583

ORIGEN5

SEQ ID NO: 19 eliminación de ácido nucleico Condriotinasa AC NΔ50 C Δ275 (a220 - t1278)

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



35

SEQ ID NO: 20 ácido nucleico Condroitinasa B Locus CHU27584

ORIGEN

5

SEQ ID NO: 21 eliminación  de ácido nucleico Condriotinasa B NΔ120 CΔ120 (a436 - g1170)

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



36

SEQ ID NO: 22 ácido nucleico Condroitinasa ABCI 129953

ORIGEN

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



37

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



38

SEQ ID NO: 23 ácido nucleico  TAT fusión condroitinasa ABCI

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



39

SEQ ID NO: 24  Una secuencia VIH TAT y proteína penta enlazadora Gly

GRKKRRQRRRGGGGG

SEQ ID NO: 25 Secuencia de Tat y ácido nucleico penta enlazador ggt cgt aaa aag cgt cgt caa cgt cgt cgt ggt ggt ggt 
ggt ggt5

SEQ ID NO: 26 ácido nucleico de condroitinasa ABC II de la presente invención

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



40

SEQ ID NO: 27 proteína Condroitinasa ABC II Presente invención

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



41

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



42

SEQ ID NO: 28 ácido nucleico Condroitinasa ABC I Presente invención

SEQ ID NO: 29 proteína Condroitinasa ABC I Presente invención5

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



43

proteína hialuronidasa 1, SEQ ID NO: 30, Locus HSU96078

proteína hialuronidasa 2, SEQ ID NO: 31,

proteína hialuronidasa 3, SEQ ID NO: 32, Locus BC012892

proteína hialuronidasa 4, SEQ ID NO: 33, AF0090105

proteína PH-20, SEQ ID NO: 34,

péptido Tat SEQ ID NO: 35

ABCI es un mutante específico del sitio designado como H501a e Y508a SEQ ID NO: 36

SEQ ID NO: 37 proteína Condroitinasa ABCI Locus P59807

ORIGEN10

SEQ ID NO: 38 proteína NΔ20 ABCI (A45-N1023),

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3
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SEQ ID NO: 39 proteína NΔ60 ABCI (F85-N1023)

SEQ ID NO. 40: proteína NΔ60 CΔ80ABCI (F85-A942)5

SEQ ID NO. 41: I. Secuencia de nucleótidos para TAT-ABCI-nΔ20:

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



45

SEQ ID NO. 42: II. Secuencia de aminoácidos para TAT-ABCI-nΔ20:

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3
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SEQ ID NO. 43: II. Secuencia de nucleótidos para TAT-ABCI-nΔ60: 

SEQ ID NO. 44: IV. Secuencia de aminoácidos para TAT-ABCI-nΔ60

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



47

SEQ ID NO. 45: V. Secuencia de nucleótidos para ABCI-TAT-C:

SEQ ID NO. 46: V. Secuencia de aminoácidos para ABCI-TAT-C:

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



48

SEQ ID NO. 47 Secuencia de nucleótidos para la condroitinasa ABCI-nΔ20

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



49

SEQ ID NO. 48: II. Secuencia de nucleótidos para ABCI-nΔ60:

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



50

SEQ ID NO. 49: Secuencia de nucleótidos para TAT

ggtcgtaaaaagcgtcgtcaacgtcgtcgtcctcctcaatgc

(SEQ ID NO. 50) Secuencia de aminoácidos para un péptido TAT grkkrrqrrrppqc

LISTADO DE SECUENCIAS5

<110> Acorda Therapeutics, Inc. Gruskin, Elliott A. Caggiano, Anthony O. Roy, Gargi D'Souza, Rohini

<120> MUTANTES DEGRADANTES DE PROTEOGLICANOS PARA EL TRATAMIENTO DEL SNC

<130> 127304.01302

<140> PCT/US2004/015662

<141> 2004-05-1710

<150> 60/471239

<151> 2003-05-16

<150> 60/471,300

<151> 2003-05-16

<150> 60/474,37215

<151> 2003-05-29

<150> 60/471,240

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



51

<151> 2003-05-16

<160> 50

<170> PatentIn version 3.2

<210> 1

<211> 9975

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético; proteína condroitinasa ABC I

<400> 1 10

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



52

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



53

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



54

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



55

<210> 2

<211> 977

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; N(delta)20 ABCI

<400> 2 

10

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



56

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



57

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



58

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



59

<210> 3

<211> 937

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; N(delta)60 ABCI

<400> 3 

10

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



60

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



61

E17164947
18-05-2019ES 2 727 480 T3

 



62

ES 2 727 480 T3

 



63

<210> 4

<211> 858

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; N(delta)60 C(delta)80 ABCI (F[sub]85 A[sub] 942)

<400> 4 

10

ES 2 727 480 T3

 



64

ES 2 727 480 T3

 



65

ES 2 727 480 T3

 



66

ES 2 727 480 T3

 



67

<210> 5

<211> 700

<212> PRT

<213> Pedobacter Heparinus5

<220>

<223> LOCUS (1HMW_A), cadena 1, sitio activo de condroitinasa Ac Liasa

<400> 5 

10

ES 2 727 480 T3

 



68

ES 2 727 480 T3

 



69

ES 2 727 480 T3

 



70

<210> 6

<211> 478

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; C(delta)200 condroitinasA AC (Q[sub]23 - T[sub]500)

<400> 6 

10

ES 2 727 480 T3

 



71

ES 2 727 480 T3

 



72

<210> 7

<211> 458

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; C(delta)220 condroitinasa AC (Q[sub]23 - A[sub] 480)

<400> 7 

10

ES 2 727 480 T3

 



73

ES 2 727 480 T3

 



74

<210> 8

<211> 458

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; N(delta)20 C(delta)200 condroitinasa AC (L[sub]43 - T[sub]500)

<400> 8 

10

ES 2 727 480 T3

 



75

ES 2 727 480 T3

 



76

<210> 9

<211> 427

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; N(delta)50 C(delta)200 de condroitinasa AC (T[sub]74 - T[sub]500)

<400> 9 

10

ES 2 727 480 T3

 



77

ES 2 727 480 T3

 



78

<210> 10

<211> 378

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; N(delta)100 C(delta)200 de condroitinasa AC (S[sub]123 - T[sub]500)

<400> 10 

10

ES 2 727 480 T3

 



79

<210> 11

<211> 353

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; N(delta)50 C(delta)275 de condroitinasa AC (T[sub]74 - L[sub]426)

<400> 11 

ES 2 727 480 T3

 



80

ES 2 727 480 T3

 



81

<210> 12

<211> 506

<212> PRT

<213> Pedobacter Heparinus5

<220>

<223> LOCUS (Q46079), precursor de la condroitinasa B (condroitina B liasa) (condroitina sulfato B liasa) 
(condroitina B eliminasa)

<400> 12 

10

ES 2 727 480 T3

 



82

ES 2 727 480 T3

 



83

<210> 13

<211> 401

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; N(delta)80 condroitinasa B (G[sub]106 - H[sub]506)

<400> 13 

10

ES 2 727 480 T3

 



84

ES 2 727 480 T3

 



85

<210> 14

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; N(delta)120 condroitinasa B (I[sub]146 - H[sub]506)

<400> 14 

10

ES 2 727 480 T3

 



86

ES 2 727 480 T3

 



87

<210> 15

<211> 463

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; C(delta)19 condroitinasa B (Q[sub]26 - L[sub]488)

<400> 15 

10

ES 2 727 480 T3

 



88

ES 2 727 480 T3

 



89

<210> 16

<211> 365

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; C(delta)120 condroitinasa B (Q[sub]26 - K[sub] 390)

<400> 16 

10

ES 2 727 480 T3

 



90

<210> 17

<211> 245

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético; N(delta)120 C(delta)120 condroitinasa B (I[sub]146 - K[sub]390)

<400> 17 

ES 2 727 480 T3

 



91

<210> 18

<211> 2103

<212> ADN

<213> Pedobacter Heparinus5

<220>

<223> LOCUS (CHU27583) gen Precursor (csIA) Pedobacter Heparinus Condroitinasa AC

ES 2 727 480 T3

 



92

<400> 18 

ES 2 727 480 T3

 



93

<210> 19

<211> 1067

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polinucleótido sintético de la condroitinasa AC supresión del ácido nucleico N(delta)50 C(delta)275 (a[SUB] 
220 - T[sub]1278)

<400> 19 

10

ES 2 727 480 T3

 



94

<210> 20

<211> 1521

<212> ADN

<213> Condroitinasa B de Pedobacter Heparinus

<220>5

<223> Polinucleótido sintético, gen del precursor de condroitinasa B (csIB) de Pedobacter heparinus LOCUS 
(CHU27584)

<400> 20 

10

<210> 21

ES 2 727 480 T3

 



95

<211> 735

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Polinucleótido sintético de la eliminación del ácido nucleico de la condroitinasa B N(delta)120 C(delta)120 5
(a[sub]436 - g[sub]1170)

<400> 21 

<210> 22

<211> 398010

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Polinucleótido sintético LOCUS (I29953)

<400> 22 15

ES 2 727 480 T3

 



96

ES 2 727 480 T3

 



97

<210> 23

<211> 3835

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polinucleótido sintético, TAT fusión condroitinasa ABC ácido nucleico

<400> 23 

ES 2 727 480 T3

 



98

ES 2 727 480 T3

 



99

<210> 24

ES 2 727 480 T3

 



100

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético, secuencia TAT del VIH y penta enlazador Gly.5

<400> 24 

<210> 25

<211> 45

<212> ADN10

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Polinucleótido sintético, ácido nucleico de codroitinasa ABC II

<400> 25

ggtcgtaaaa agcgtcgtca acgtcgtcgt ggtggtggtg gtggt 4515

<210> 26

<211> 2973

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>20

<223> Polinucleótido sintético, ácido nucleico de condroitinasa ABC II

<400> 26 

ES 2 727 480 T3

 



101

ES 2 727 480 T3

 



102

<210> 27

<211> 990

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polinucleótido sintético, proteína condroitinasa ABC II

<400> 27 

10

ES 2 727 480 T3

 



103

ES 2 727 480 T3

 



104

ES 2 727 480 T3

 



105

ES 2 727 480 T3

 



106

<210> 28

<211> 2994

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polinucleótido sintético para condroitinasa ABC I

<220>

<221> características_misceláneas10

<222> (1086)..(1086)

<223> n es a, c, g, o t

<400> 28 

ES 2 727 480 T3

 



107

ES 2 727 480 T3

 



108

<210> 29

<400> 000

<210> 30

<211> 4055

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<220>

<223> LOCUS (AAM60770) hidauronidasa 1 variante 1

<400> 30 10

ES 2 727 480 T3

 



109

<210> 31

ES 2 727 480 T3

 



110

<211> 473

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<220>

<223> LOCUS (NP_003764) hialuronoglucosaminidasa 2; hialuronidasa 25

<400> 31 

ES 2 727 480 T3

 



111

ES 2 727 480 T3

 



112

<210> 32

<211> 417

<212> PRT

<213> Homo Sapiens5

<220>

<223> LOCUS (NP_003540) hialuronoglucosaminidasa 3; hialuronidasa 3

<400> 32 

10

ES 2 727 480 T3

 



113

<210> 33

<211> 481

<212> PRT

<213> Homo Sapiens5

<220>

<223> LOCUS (NP_0036401) hialuronoglucosaminidasa 4; hialuronidasa 4

ES 2 727 480 T3

 



114

<400> 33 

ES 2 727 480 T3

 



115

<210> 34

<211> 5095

ES 2 727 480 T3

 



116

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<220>

<223> LOCUS (NP_694589) molécula de adhesión espermática 1 isoforma 2; proteína de la superficie del esperma 
PH-205

<400> 34 

ES 2 727 480 T3

 



117

ES 2 727 480 T3

 



118

<210> 35

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético, secuencia de aminoácidos para un péptido TAT

<400> 35 

<210> 3610

<211> 1021

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético, secuencia de aminoácidos para un péptido TAT15

<400> 36 

ES 2 727 480 T3

 



119

ES 2 727 480 T3

 



120

ES 2 727 480 T3

 



121

ES 2 727 480 T3

 



122

<210> 37

<211> 1021

<212> PRT

<213> Proteus Vulgaris5

<220>

<223> Condroitinasa ABCI proteína

<400> 37 

10

ES 2 727 480 T3

 



123

ES 2 727 480 T3

 



124

ES 2 727 480 T3

 



125

ES 2 727 480 T3

 



126

<210> 38

<211> 977

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético, N(delta)20 ABCI de Proteus Vulgaris

ES 2 727 480 T3

 



127

<400> 38 

ES 2 727 480 T3

 



128

ES 2 727 480 T3

 



129

ES 2 727 480 T3

 



130

<210> 39

<211> 9375

ES 2 727 480 T3

 



131

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético, N(delta)60 ABCI Proteína

<400> 39 5

ES 2 727 480 T3

 



132

ES 2 727 480 T3

 



133

ES 2 727 480 T3

 



134

<210> 40

<211> 858

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético, N(delta)60 C(delta)80 condroitinasa ABCI que tiene secuencias gwra y dalni

ES 2 727 480 T3

 



135

<400> 40 

ES 2 727 480 T3

 



136

ES 2 727 480 T3

 



137

ES 2 727 480 T3

 



138

<210> 41

<211> 2976

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético, ácido nucleico de TAT-condroitinasa ABC I N(delta)20

<220>

<221> características_misceláneas

<222> (1068)..(1068)10

<223> n es a, c, g, o t

<400> 41 

ES 2 727 480 T3

 



139

ES 2 727 480 T3

 



140

<210> 42

<211> 991

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético, polipéptido de fusión de HIV-1 TAT condroitinasa ABC I-N(delta)20

<400> 42 

10

ES 2 727 480 T3

 



141

ES 2 727 480 T3

 



142

ES 2 727 480 T3

 



143

ES 2 727 480 T3

 



144

<210> 43

<211> 2856

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético, ácido nucleico de HIV-1 TAT-condroitinasa ABC I N(delta)60

<220>

<221> características_misceláneas

<222> (948)..(948)10

<223> n es a, c, g, o t

<400> 43 

ES 2 727 480 T3

 



145

ES 2 727 480 T3

 



146

<210> 44

<211> 951

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético, polipéptido de fusión HIV-1 TAT condroitinasa ABCI-N60

<400> 44 

10

ES 2 727 480 T3

 



147

ES 2 727 480 T3

 



148

ES 2 727 480 T3

 



149

ES 2 727 480 T3

 



150

<210> 45

<211> 3036

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético, ácido nucleico de terminal C HIV-1 TAT-condroitinasa ABC I

<220>

<221> características_misceláneas

<222> (1086)..(1086)10

<223> n es a, c, g, o t

<400> 45 

ES 2 727 480 T3

 



151

ES 2 727 480 T3

 



152

<210> 46

<211> 1011

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético, C terminal VIH-1 TAT-Condroitinasa ABC I con secuencias gwrt y dalnt

<400> 46 

10

ES 2 727 480 T3

 



153

ES 2 727 480 T3

 



154

ES 2 727 480 T3

 



155

ES 2 727 480 T3

 



156

<210> 47

<211> 2934

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético, condroitinasa ABCI-N(delta)20

<220>

<221> características_misceláneas

<222> (1026)..(1026)10

<223> n es a, c, g, o t

<400> 47 

ES 2 727 480 T3

 



157

ES 2 727 480 T3

 



158

<210> 48

<211> 2814

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético, condroitinasa ABCI-N(delta)60

<220>

<221> características_misceláneas

<222> (906).. (906)10

<223> n es a, c, g, o t

<400> 48 

ES 2 727 480 T3

 



159

<210> 49

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> Polipéptido sintético, porción de constructo HIV-1 TAT

ES 2 727 480 T3

 



160

<400> 49

ggtcgtaaaa agcgtcgtca acgtcgtcgt cctcctcaat gc 42

<210> 50

<211> 14

<212> PRT5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético, secuencia de aminoácidos para un péptido TAT

<400> 50 

10

ES 2 727 480 T3

 



161

REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido mutante de condroitinasa AC purificado que consiste en una secuencia de aminoácidos seleccionada 
entre SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11.

2. Una composición que comprende un polipéptido mutante de condroitinasa AC que consiste en una secuencia de 
aminoácidos seleccionada entre SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 y SEQ5
ID NO: 11.

3. La composición de la reivindicación 2, que comprende además compuestos que facilitan la plasticidad, el 
crecimiento y la regeneración de las neuritas, moléculas que superan la inhibición del crecimiento de las neuritas o 
promueven el crecimiento nervioso, moléculas terapéuticas, moléculas de diagnóstico o una combinación de éstas.

4. La composición de la reivindicación 3, en donde los compuestos que facilitan la plasticidad y el crecimiento y la 10
regeneración de las neuritas se seleccionan de antagonistas de NOGO solubles, moléculas de adhesión de células 
neurales, factores neurotróficos, factores de crecimiento, inhibidores de la fosfodiesterasa, inhibidores de MAG o MOG, 
neuregulinas y anticuerpos que promover la remielinización.

5. Una composición de cualquiera de las reivindicaciones 2, 3 o 4 para uso en el tratamiento de una lesión o trastorno 
del sistema nervioso central.15

6. La composición para uso de acuerdo con la reivindicación 5, en donde la lesión o trastorno del sistema nervioso 
central se selecciona de una lesión por contusión, una lesión cerebral traumática, un accidente cerebrovascular, 
esclerosis múltiple, una lesión del plexo braquial, ambliopía y una lesión de la médula espinal.

7. La composición para uso de acuerdo con la reivindicación 5, en donde la composición está en forma de una 
aplicación tópica, inyección en bolo, inyección intravenosa, inyección intratecal, inyección intramuscular, inyección 20
peritoneal, inyección subcutánea, infusión continua, liberación sostenida de implantes, productos farmacéuticos de 
liberación sostenida, y por vía oral.
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