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REIVINDICACIONES

1. Una hialuronidasa PH20 soluble extendida (esPH20) que es
seleccionada de entre:

un polipéptido que consiste de la secuencia de aminoacidos definida

como 36 a 491, 36 a 492, 36 a 493, 36 a 495, 36 2 496, 36 a 497, 36 a 498, 36

a 499 o 36 a 500 de la SEQ ID NO: 107, o

un polipéptido que contiene sustituciones de aminoacido en la secuencia

de aminoacidos definida como aminoacidos 36 a 491, 36 a 492, 36 a 493, 36 a
495 36 a 496, 36 a 497, 36 2498, 36 a 499036 a 500 de la SEQ ID NO: 107,
por lo cual el polipéptido sustituido con aminoacido consiste de una secuencia
de aminoacidos que tiene por lo menos 85%, 87%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos correspondiente definida como aminoacidos 36 a 491, 36 a 492,
36 a 493, 36 a 495, 36 a 496, 36 a 497 36 a 498, 362489036 a 500 de la

SEQ ID NO: 107.
2. Una esPH20 segn la reivindicacion 1, caracterizada porque es N-
glicosilada, parcialmente N-glicosilada o es desglicosilada.
3. Una esPH20 segun la reivindicacién 1 0 la reivindicacion 2,
rcaracterizada porque el polipéptido parciaimente N-glicosilado comprende por
lo mencs una porcion de N-acetilglucosamina ligada a cada uno de por lo
menos tres residuos de asparagina (N).

4, Una esPH20 segun la reivindicacion 3, caracterizada porque los tres

residuos de asparagina son residuos de aminoacido 235, 368 y 393 de la SEQ



ID NO: 107 o son residuos que corresponden a los residuocs de aminoécfc_io
235, 368 y 393 de la SEQ ID NO: 107.
5. Una esPH20 segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
caracterizada porque se selecciona de entre.

un polipéptido que consiste de la secuencia de aminodcidos definida en
cualquiera de las SEQ ID NOS: 60 a 63, 102y 104, o

un polipéptido que contiene sustituciones de aminoéacido en la secuencia
de aminoacidos definida en cualquiera de las SEQ ID NOS: 60 a 63, 102 y 104,
por lo cual el polipéptido sustituido con aminoacido consiste de una secuencia
de aminoacidos que tiene por lo menos 85%, 87%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%.
95%. 96%, 97%, 98%, 99% o mas identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos correspondiente definida en cualquiera de las SEQ ID NOS: 60 a
63, 102y 104.
6. Una esPH20 segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
caracterizada porque es activa neutral.
7. Una esPH20 segun la reivindicacion 3, caracterizada porque consiste de
la secuencia de aminoacidos definida en cualquiera de las SEQ ID NOS: 60 a
63, 102y 104, |
8. Una esPH20 segln la reivindicacion 1, caracterizada porgue consiste de
la secuencia de aminoacidos definida como aminoacidos 36 a 491, 36 a 492,
36 a 493, 36 a 495, 36 a 496, 36 a 497, 36 a 498, 36 a 499 0 36 a 500 de la
SEQ ID NO: 107.
9. Una hialuronidasa PH20 truncada caracterizada porque consiste de la
secuencia de aminoacidos definida como aminoacidos 12465 1a491, 12

492 1a 493, 12494, 1a495 12496, 1a497, 12498, 1a49901a500de



la SEQ ID NO: 107; 0

contiene sustituciones de aminoacido en la secuencia de aminoacidos
definida como aminoacidos 1 a 465, 1 a 491, 1 a 492, 1 a 493, 12494, 1a
495 12496, 12497, 12498, 1a49901a500 de la SEQ ID NO: 107, por lo
cual la hialuronidasa PH20 sustituida con aminodcido consiste de una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 85%, 87%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas identidad de secuencia con la -
secuencia de aminoacidos definida como aminoacidos 1 a 465, 1a491, 1a.
492 12493, 12494, 1a495 1a496, 1a497, 1a498, 1a499 01 a500de
la SEQ ID NO: 107,
10, Una hialuronidasa PH20 truncada caracterizada porque consiste de la
secuencia de aminoacidos definida como aminoécidos 36 a 465, 36 a 484, 36 a
486, 36 a 487, 36 a 488 o 36 a 489 de la SEQ ID NO: 107, o contiene
sustituciones de aminoacidos en la secuencia de amino&cidos definida como
aminoacidos.36 a 465, 36 a 484, 36 a 486, 36 a 487, 36 a 488 036 a 489 dela
SEQ ID NO: 107, per lo cual la hialuronidasa PH20 sustituida con aminoacido
consiste de una secuencia de aminoacidos que tiene por io menos 85%, 87%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos definida como aminoacidos 36 a
465 36 a 484, 36 a 486, 36 a 487, 36 a 488 0 36 a 489 de la SEQ ID NO: 107.
11.  Una PH20 segun la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10, caracterizéda
porque es N-glicosilada, parcialmente N-glicosilada o es desglicosilada.
12.  Una PH20 segun cualquiera de |as reivindicaciones 8 a 11, caracterizada
porque es activa neutral. |

13.  Una glicoproteina de hialuronidasa PH20 truncada, caracterizada porgue



consiste de la secuencia de aminoacidos definida en cualquiera de las SEQ ID
NOS: 59 a 88, 96 a 98, y 100 a 1086, o contiene sustituciones de aminoacido en
la secuencia de aminoacidos definida en cualquiera de las SEQ ID NOS: 59 a
88, 96 a 98, y 100 a 106, por lo cual la hialuronidasa PH20 sustituida con
aminoacidos consiste de una secuencia de aminoacidos que tiene por Ib menos
85%. 87%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% © mas
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos definida en cualquiera
de las SEQ ID NOS: 59 a 88, 96 a 98, y 100 a 106, en donde la glicoproteina
de hialuronidasa PH20 es N-glicosilada pero no es glicosilada en uno © mas
residuos de aminoacido que corresponden a los residuos de aminoacido 82,
166 0 254 de la SEQ ID NO: 107.

14.  Una PH20 segun la reivindicacion 13, caracterizadab porque corﬁprende
por lo menos una porcion de N-acetilglucosamina ligada a cada uno de por lo-
menas tres residuos de asparagina (N).

15. Una PH20 segin la reivindicacion 14, caracterizada porque los tres
residuos de asparagina son los residuos de aminoacido 235, 368 y 393 de la
SEQ 1D NO: 107 o los residuos que corresponden a los residuos de aminoacido
235, 368 y 393 de la SEQ ID NO: 107,

16. Una PH20 segUn cualquiera de Iaé reivindicaciones 13 a 15,
caracterizada porque es activa neutra.

17.  Una .PH20 segin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16,
carécterizada porque es soluble.

18. Una esPH20 o PH20 segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17,
caracterizada porque es modificada por modificacion seleccionada de entre

sialacién,  albuminacion, farnesilacion, carboxilacion, hidroxilacion .y



fosforilacion.

19 Una esPH20 o PH20 segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17,
caracterizada porque es modificada por un polimero.

20. Una esPH20 o PH20 segun Ia reivindicacion 19, caracterizada porgue el
polimero es dextranc o PEG. |

21.  Una glicoproteina hialuronidasa PH20, caracterizada porque comprende
la secuencia de aminoacidos definida en la SEQ ID NO: 108, o una forma
activa neutra truncada de la misma, o una secuencia de aminoacidos gue tiene
p.of lo menos 85%, 87%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o mas identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos definida
en la SEQ ID NO: 108 o formas truncadas de la misma, en donde (a
glicoproteina hialuronidasa PH20 es N-glicosilada pero no es glicosilada en uno
o mas residuos de aminoacido que corresponden a los residuos de aminoacido
82, 166 0 254 de la SEQ ID NO: 107, |
22 Una esPH20 o PH20 segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21,
caracterizada porque el polipéptido es modificado para tener inmunogenicidad
reducida en un humano en comparacioén con el polipéptido no modificado.

23 La esPH20 o PH20 segun la reivindicacion 22. caracterizada porque la
secuencia primaria es alterada para eliminar los epitopos que contribuyen a la
antigenicidad. |

24,  Una esPH20 o PH20 segln cualquiera de las reivindicacioneé 1 a 23,
caracterizada porque e! polipéptido es producido por expresién en una celula
huésped que no bifucosila el polipéptido.

25 La esPH20 o PH20 segun la reivindicacion 24, caracterizada porque 1a

célula huésped es una célula huésped de mamifero o un sistema de expresién



de célula de insecto mamiferado.

26.° Una esPH20 o PH20 segun cualguiera de tas reivindicaciones 1 a 25,
caracterizada porque no es bifucosilada.

27. La esPH20 o PH20 segun cualquiera de las reivihdicaciones 1 a 26,
caracterizada porque es sustancialmente purificada o aislada.

28. Un conjugado, caracterizado porque comprende una esPH20 o PH20 de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27.

29.  Un conjugado segun la reivindicacion 28, caracterizado porque la
esPH20 o PH20 es conjugada a una porcion seleécionada de entre un dominio
de multimerizacion, toxina, etiqueta detectable o farmaco.

30. Un conjugado segun la reivindicacion 29, caracterizado porque la
esPH20 o PH20 es conjugada a un dominio Fe¢.

31.  Un conjugado segun la reivindicacién 28, caracterizado porque la
esPH20 o PH20 es conjugada a un polimero.

32.  Un conjugado segun la reivindicacién 31, caracterizado porque el
polimero es dextrano o PEG. |

33.  Un conjugado segun cualiquiera de las reivindicaciones 28 a 32,
caracterizado porque la porcion conjugada esta ligada directamente o por
medio de una ligadura al terminal C o el terminal N de la esPH20 o PH20..

34.  Una molécula de acido nucleico que codifica la esPH20 o PH20 seguﬁ
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, caracterizada porque la molécuia de
acido nucleico no codi.,fica una PH20 de longitud completa pero codifica una
PH20 truncada o codifica una esPH20.

35. Un vector de expresi:c'm, caracierizado porque comprende un

polinucledtido que consiste de la secuencia de nucledtidos que codifica una



PH20 o esPH20 segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, cada uno
incluye o es inmediatamente seguido por un codon de paro insertado
operativamente en el vector para la expresion de la PH20 o esPH20 de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

36. La molécula de acido nucleico segidn la reivindicacion 34 o la
reivindicacién 35, caracterizada porgue codifica un polipéptido esPH20 que
conAsiste de los aminoacidos de 36 a 491, 36 a 492, 36 a 493, 36 a 495, 36 a
496, 36 a 497. 36 a 498, 36 a 499 o 36 a 500 de la SEQ 1D NO: 107; o un
polipéptido gue coﬁtiene sustituciones de aminoacido en la secuencia de
aminoacidos definida como'aminoécidos 36 a 491, 36 a 492, 36 a 493, 36 a
495, 36 a 496, 36 a 497, 36 a 498, 36 a 499 0 36 a 500 de la SEQ ID NO: 107,
por lo cual el polipéptido esPHZO sustituido con aminoacido consiste de una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 85%, 87%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos definida como aminoacidos de 36 a 491, 36 a 492,
36 a 493, 36 a 495, 36 a 496, 36 a 497. 36 a 498, 36 a 499 0 36 a 500 de la
SEQ 1D NO: 107.

37  Una molécula de Aacido nucleico gue es un vector de expresion,
caracterizada porque comprende un. polinucledtido que 'consiste de la
secuencia de nuclestidos definida en cualquiera de las SEQ ID NQOS: 150 a
154 200 a 201 y 213 a 215, o degenerados de los mismos que codifica un
PH20 o esPH20 truncado, e incluye un codon de paro para producir un P.H20 )
esPH20 truncado codificado por cualquiera de las SEQ ID NOS: 150 a 154, 200
a 201 y 213 a 215, en donde el polinuclectido esta ligado operativamente para

la expresion para producir el PH20 o esPH20 truncado codificado.



38. FEl acido nucleico segun la reivindiclzacic')‘n 34, caracterizado porgue
codifica una esPH20 que consiste de los aminoacidos 36 a 491, 36 a492, 36 a
493, 36 a 495, 36 a 496, 36 a 497 0 36 a 498 de la SEQ ID NO:107.

39. Un vector, caracterizado porque comprende el acido nucleico de
cualquiera de las reivindicaciones 34, 36 y 38.

40. Una célula, caracterizada porque comprende un vector segun la
reivindicacion 35 o 39 o una molécula de dcido nucleico segun cualguiera de
las reivindicaciones 34 y 36 a 38.

41. La célula segun la reivindicacion 40, caracterizada porque es una célula
CHO.

42,  Una composicion, caracterizada porque comprende un polipéptido
esPHQO o PH20 segun cualquiera de Ias. reivindicaciones 1 a 27.

43,  Una composicion, caracterizada porque comprende una pluralidad de
polipéptidos esPH20 o PH20 segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17.
44 \Una composicion, caracterizada porque comprende una pluralidad de

polipéptidos esPH20 o PH20 segun cualquiera de las reivindicaciones 18 a 27.

45 - La composicion segun la reivindicacion 43, caracterizada porque la

pluralidad de polipéptidos esPH20 es codificada por una molécula de acido
nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 34 y 36 a 38 o un vector
segun la reivindicacion 35 o la reivindicacion 39. -

46. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 42 a 45,
caracterizada porque los polipéptidos esPH20 o PH20 son secretados a partir
de células CHO. |

47. Una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 42 a 46,

caracterizada porque es una composicion farmacéutica.



»

48. Una composicién segun la reivindicacion 47, caracterizada borque
comprende un agente terapéutico adicional.

49. La composicion segun la reivindicacién 48, caracterizada pof'que el
agente terapéutico es formulado con la COmPpoSIicion 0 en una composicion
separada.

50. La composicion segun la .reivindicacién 48 o la reivindicacion 49,
caracterizada porque el agente terapéutico es seleccionado de entre un agente
quimioterapéutico, unlagente analgésico, un agente anti-inflamatorio, un agente
antimicrobiano, un agente amebicida, un agente tricomonocida, un agente anti-
parkinson, un agente anti-malaria, un agente anticonvulsion, un agente anti-
depresivo, y agente antiartritico, un agente anti-hongos, un " agente
antihipertensivo, un agente antipirético, un agente anti-parasitos, un agente
antihistamina, un agente.agonista aifa-adrenérgico, un agente blogqueador alfa,
un agente anestésico, un agente dilatador bronquial, un agente biocida, un
agente bactericida, un agente bacteriostato, un agente blogueador beta
adrenérgico, un agente bloqueador de! canal de calcio, un agente de farmaco
cardiovascular, un agente anticonceptivo, un agente descongestionante, un
agente diurético, un'agente depresor, un agente de diagnoéstico, un agente
electrolito, un agente hipnético, un agente hormonal, un agente hiperglicémico,
un agente relajante de! muscuio, un agente contractor del musculo, un agente
oftalmico, un agente parasimpatomimetico, un agente energizante psiguico, un
agente sedante, un agente simpatomimético, un agente tranquilizante, un
agente urinario, un agente vaginal, un agente viricida, un agente de vitamina,
un agente'anti-inﬂamatorio no esteroidal, un agente inhibidor de la enzima gque

convierte la angiotensina, un polipéptido, una proteina, un acido nucleico, un



farmaco, una molécula organica o un inductor del suefio.

51. La composicion segin cualquiera de las reivindicaciones 48 a 50,
caracterizada porque el agente terapéutico es seleccionado de entre un
anticuerpo, una inmunoglobulina, un bisfosfonato, una cifoquina, un agente
quimioterapéutico y una insulina.

52. La composicion segun la reivindicacion 51, caracterizada porque Ia

insulina es una insulina de rapida accion y el bisfosfonato es acido zoledroénico.
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