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1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacién en lista de 14
de Enero de 2011,

2. Con el fin de responder las objeciones expuestas por el sefior Examinador en su
Concepto Teécnico No. 4279, con respecto a la Claridad del capitulo reivindicatorio y el
Nivel Inventivo de la presente solicitud, me permito dirigir su atencién a las siguientes
medificaciones y argumentos técnicos por medio de los cuales se superan
completamente dichas objeciones:

3. CLARIDAD DEL CAPITULO REIVINDICATORIO.
En relacién al capitulo reivindicatorio presentado actualmente, el sefior

Examinador afirma que este carece de claridad basado en los siguientes argumentos:

(i) El sefior Examinador indica que en el conjunto de reivindicaciones
actualmente presentado no son claras las caracteristicas técnicas que comparten

entre si las proteinas reivindicadas, asi como los nucledtidos y por ende las
composiciones,

A este respecto, me permito sefialar que las reivindicaciones actualmente
presentadas, producto de las modificaciones expuestas en mi memorial dei 23 de
Noviembre de 2010, indican que las proteinas reivindicadas comparten la
caracteristica técnica de tener actividad lubricante.

Sin embargo, no obstante considerar que la redaccion actual de las
reivindicaciones presentadas da claridad a las mismas respecto a las caracteristicas
compartidas por las proteinas, me permito resaltar que para uha persoha versada en
la materia seria claro que todas las proteinas reivindicadas compatrten la caracteristica

técnica de tener actividad lubricante, pues dicha persona versada en la materia
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reconoceria que la secuencia de aminodcidos de cada una de las proteinas
reivindicadas contiene secuencias KEPAPTT, de las cuales depende la actividad
lubricante de cada proteina. Un ejemplo de la presencia de dichas secuencias
KEPAPTT en las proteinas reivindicadas puede verse en la proteina que comprende la
secuencia de aminodacidos de SEQ ID No 7, en donde es evidente que las secuencias
de aminoacidos 379-385, 394-400 y 402-408 entre otras, componen secuencias

KEPAPTT que proporcionan la actividad lubricante a dicha proteina reivindicada que
comprende la SEQ ID No 7.

En conexidn con lo anterior, una explicacién detallada de la actividad lubricante
de dichas proteinas reivindicadas puede encontrarse en un articulo escrito por los
inventores, Flannery et, al., Prevention of Cartilfage Degeneration in a Rat Model of
Osteocarthritis by Intraarticular Treatment With Recombinant Lubricin, Arthritis
Rheum., 2009, 60: 840-847, del cual se anexa una copia al presente escrito para su

oportuna revision por parte del sefior Examinador.

Finalmente, me permito resaltar que para un versado en la materia seria claro
gue si las proteinas reivindicadas comparte la caracteristica comiin de tener actividad
lubricante, entonces las composiciones al igual que los polinucledtidos que codifican

dichas proteinas también comparten caracteristicas técnicas entre si.

(i) Adicionalmente, el sefior Examinador indica que algunas reivindicaciones
no cumplen con los requisitos de claridad dado que definen la materia sobre la base
de caracteristicas funcionales o resultados a alcanzar, sefialando especificamente las
reivindicaciones 26, 28, 29 y 30.

Sobre este particular, me permito llamar la atencién a ese Despacho en relacidén
a que las reivindicaciones mencionadas por el sefior Examinador fueron modificadas
como se expuso en mi- memorial del 23 de Noviembre de 2010, en donde Ia
reivindicacién 26 mencionada por el sefior Examinador fue eliminada del capitulo

reivindicatorio vy las demas reivindicaciones citadas fueron reenumeradas
consecuentemente como 27, 28 y 29

Teniendo en cuenta lo anterior, y acatando el sefialamiento realizade por el
sefior Examinador, me permito manifestar que es deseo del solicitante eliminar las
reivindicaciones 27, 28 y 29 del capitulo reivindicatorio actualmente presentado.

En conexién con lo anterior, me permito resaltar que las mencionadas
modificaciones no constituyen de manera alguna una ampliacién al aicance de la
invencidn, tal como fue originalmente presentada, toda vez que se estd delimitando

de forma mas precisa el objeto de la invencidon segdn lo revelado en la descripcion de
la solicitud.
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Por lo tanto, el capitulo reivindicatorio ahora consta de 29 reivindicaciones las
cuales corresponden a las reivindicaciones 1 a 26 y 30 a 32 actualmente presentadas,
las cuales han sido reenumeradas y se han ajustado sus dependencias de

conformidad con la nueva numeracién,

Como consecuencia de lo anterior, el capitulo reivindicatorio modificado queda
constituido por 29 reivindicaciones las cuales describen de manera clara la materia
reclamada, superando totaimente las objeciones que en este sentido presentd el
sefior Examinador en su Concepto Técnico No. 4279, y ajustdndose asi totalmente a
lo establecido por el Articulo 30 de la Decisién Andina 486 de 2000,

4. NIVEL INVENTIVO,

Por otra parte, el sefior Examinador considera que el capitulo reivindicatorio en
estudio careceria de nivel inventivo a la luz de las ensefanzas del documento WO
00/64930 (D1).

En relacién con este documento, el sefior Examinador sefiala que D1 ensefia “un
método para suplementar tribonectinas a articulaciones con deficiencias de estas, en
las cuales, se involucran moléculas caracterizadas porque comprenden secuencias
KEPAPTT y presentan actividad lubricante de la misma forma que las reivindicadas en
la solicitud”, en donde “tales moléculas se basan en la repeticién de 1 a 76 veces
dicha secuencia, con fragmentos alternativos degenerados de la misma, provenientes
de la estructura natural de la lubricina dependiendo del corte alternativo de exones en
el gen del factor estimulador de magacariocitos”.

Adicionalmente, el sefior Examinador indica que la Unica diferencia entre D1 y la
presente solicitud es que “esta soficitud menciona segmentos especificos
determinados por las secuencias 9, 13, 17 y 21, pero dichos segmentos no

proporcionan un resultado sorprendente con relaciéon a ellos mismos ni a los
reportados por D1”,

Por ultimo, el sefior Examinador afirma que “e/ problema técnico planteado en
esta solicitud que era de proporcionar composiciones terapéuticas para incrementar la
lubricacién en articulaciones y contrarrestar la indeseable adherencia entre tejidos se
habia resufto previamente mediante el mismo tipo de compuestos ya conocidos”, y
por lo tanto considera que “/as secuencias derivadas de repeticiones de la secuencia

KEPAPTT como las reivindicadas son evidentes para una persona medianamente
versada en la materia”.
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En relacién con lo anterior, me permitc sefialar que si bien es cierto que las
moléculas variantes de Lubricina de la presente solicitud exhiben algunas similitudes
con las proteinas descritas en D1, no es cierto que las variantes de Lubricina
reveladas por el solicitante no proporcionen resuitados sorprendentes, toda vez que
estas superan importantes obstaculos técnicos en la produccién de Lubricina vy
permiten la identificacion de variantes de Lubricina que presentan caracteristicas
técnicas (tiles y sorprendentes tal como se muestra a continuacién:

El primer obstaculo técnico enfrentado por los inventores de esta solicitud fue
que la proteina de Lubricina de longitud completa contiene repeticiones tipe mucina
que hacen que sea dificil de expresar debido a la naturaleza altamente repetitiva de
las secuencias de acidos nucleicos que codifican estas repeticiones. Tanto asi, que
cuando los inventores de esta solicitud intentaron expresar Lubricina recombinante de
cadena completa en células de Ovario de Hamster Chino (CHO por sus siglas en

inglés), usando las mismas metodologias y reactivos divulgados en la presente
solicitud, no tuvieron éxito,

Sumado a lo anterior, los inventores encontraron que no era posible amplificar el
ADN que codifica toda la molécula de Lubricina usando técnicas de PCR. En
consecuencia, los inventores intentaron expresar la Lubricina de longitud completa
por ensamblaje de fragmentos de ADNc que codificaban porciones de la molécula,
seguido del empalme de los fragmentos para llegar a una secuencia que codificara la
Lubricina de longitud completa. Sin embargo, esta estrategia falld en repetidas
ocasiones en el laboratorio, ya que se encontrd que los acidos nucleicos que codifican
la molécula de Lubricina de longitud completa se habrian reorganizado cuando fueron
transformados dentro de las células de £. Coli usadas para la produccién a gran
escala de ADN, y como consecuencia, en los clones resultantes se encontré que se
habian perdido fragmentos de ADN, y por lo general los fragmentos perdidos
codificaban repeticiones tipo mucina,

Por lo tanto, para superar las dificultades técnicas ya mencicnadas, asociadas
con la clonacion y expresién de Lubricina de longitud completa, los inventores
crearon variantes de Lubricina de menor longitud, las cuales contenian
menos repeticiones de dominios tipo mucina en comparacion con la Lubricina
de longitud completa.

De esta forma, usando cadenas de acidos nucleicos mas pequefias que
codifican las variantes de Lubricina reveladas en la presente solicitud, los
solicitantes optimizaron la produccién de Lubricina recombinante como se
describe en esta misma solicitud, y produjeron satisfactoriamente
rendimientos sorprendentes de al menos 5-10 mg/ml de la proteina variante
de Lubricina purificada por litro del medio acondicionado de CHO. Lo anterior
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constituve un_alcance tecnolégico significativo que supera un_obsticulo

substancial en el desarrollo _de Lubricina como un agente terapéutico
potencial.

Ahora bien, teniendo en cuenta la anterior introduccién acerca del objeto de la
invencion, me permito sefialar que D1 no ensefia o sugiere la expresién de variantes
de Lubricina recombinante para proveer una molécula terapéutica y por tanto la
invencién de la presente solicitud no resulta obvia a la luz de las ensefianzas de D1

por las siguientes razones:

(a) Primero, D1 describe el aislamiento de Lubricina de longitud completa del
liquido sinovial humano usando las técnicas cromatograficas estindar de

purificacién de proteinas (véase en D1 las paginas 19 y 20).

(b} Adicionalmente, D1 d(nicamente proporciona un lenguaje estandar de
textos de patentes acerca de cdmo una proteina puede ser clonada y expresada
en un sistema basado en células, pero la expresion real de Lubricina de longitud
completa o de cualquier tamafio ho es mostrada o descrita en D1, lo Gnico que

se describe es su aislamiento de liquidos sinoviales.

Asi que, mientras que la produccién de una proteina similar a una proteina
determinada por tecnologia de ingenieria genética rutinaria puede hacer

evidente para una persona versaba en la materia como hacer una proteina con

eliminaciones, sustituciones, etc., ese no _es el caso que se presenta en esta

solicitud, en donde una extensa experimentacién fue requerida para_producir
una_ proteina altamente compleja, superando asi los problemas técnicos

extraordinarios ya mencionados con respecto a la clonacién de acidos nucleicos

y expresion de proteinas recombinantes.

(c) Asimismo, es evidente que D1 no hace ninguna referencia a la manera
como fueron superadas las dificultades técnicas ya mencionadas para la
produccion de Lubricina de longitud completa, esto debido a que |a produccién
de la proteina de Lubricina de longitud completa_ni siquiera se intenté en D1.

Por lo tanto, los_problemas técnicos solucionados por_la presente
solicitud, nunca fueron sefalados o identificados, ¥y mucho menos

solucionados en D1. Es por esto que D1 es completamente silencioso sobre

cémo lograr la produccién de lubricina, o cualquier variante de la misma, y por

lo tanto no es una referencia adecuada contra la presente invencién.
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De esta forma, mientras que hacer eliminaciones, sustituciones o adiciones a
una proteina conocida podria ser evidente, ese no es el caso de la presente
solicitud, en donde muchas repeticiones tipo mucina fueron removidas de
una proteina cuyas propiedades lubricantes dependen de dichos
dominios tipo mucina. Por lo tanto, hasta que una variante de Lubricina
recombinante de longitud corta, como las que se ejemplifican en la
presente invencion, no fuera producida, no hubiera sido posible
determinar si las versiones cortas de Lubricina que carecen de algunos o
la mayoria de los dominios tipo mucina podrian tener las propiedades
lubricantes terapéuticas de la proteina natural de longitud completa
aislada del liquido sinovial (y referida en D1 como “tribonectina”).

(d) Por otro lado, la dnica variante de Lubricina producida en D1 fue un
fragmento de la proteina que contiene el exén 6 completo (es decir, todas las
repeticiones de los dominios tipo mucina), fragmento que a pesar de que
contiene todas las repeticiones tipo mucina demostrd no tener actividad
lubricante (ver en D1 la tabla 7, pégina 33).

En consecuencia con lo anterior, era completamente inesperado que una
version corta de Lubricina, de la cual la mayoria de las repeticiones tipo
mucina habian sido eliminadas, pudiera ser usada para lubricar
articulaciones como se demostré en la solicitud presentada y como se
corrobora en el articulo de Flannery et. al 2009.

Por lo tanto, una persona versada en la materia no podria negar que la
expresion recombinante de variantes de Lubricina que carecen de
algunas o la mayoria de las repeticiones tipo mucina corresponde a una
clara actividad inventiva que ha permitido la produccién recombinante
de Lubricina, la cual, hasta la presente invenciéon, solo habia sido
purificada, en su forma de longitud completa, del liquido sinovial.

(e) D1, el cual solo muestra la purificacion de Lubricina del liquido sinovial, no
ensefia o sugiere cdmo superar las dificultades técnicas de la expresion de esta
proteina compleja usando tecnologia de ingenieria genédtica, mucho menos ¢cémo
hacerlo preservando al mismo tiempo su actividad |ubricante.

(f) Finalmente, D1 no ensefa Lubricina de cualquier tipo de ongitud que fuera
producida genéticamente y que exhibiera que el exdn 6 de la proteina producida
por una ruptura proteolitica usando quimotripsina carece de habilidad lubricante,
por lo que en realidad estad lejos de ensefiar los sorprendentes resultados

revelados en la presente invencidén, particularmente que variantes de
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Lubricina que carecen de_ algunas ¢ incluso la mayoria de las
repeticiones tipo mucina tienen actividad lubricante,

Por estas razones, las moléculas de Lubricina descritas en la presente invencion
no serian evidentes para una persona versada en la materia basado en las
ensefanzas de D1.

Adicionalmente, no se puede negar que el resultado de que variantes de
Lubricina que carecen de algunos o la mayoria de los dominios tipo mucina tengan
actividad lubricante resuitaria sorprendente e inesperado para una persona versada

en la materia que tomara como base las ensefianzas de D1.

Por ultimo, vale la pena resaltar que aungue los productos de la presente
invenciéon y los de D1 solucionan problemas similares, se ha demostrado que las
moléculas de Lubricina recombinante de la presente solicitud al tener menor numero
de secuencias KEPAPTT o tipo KEPAPTT en comparacién con la lubricina de longitud
completa, son mas faciles de sintetizar y manipular, lo que se traduce en costos mas
bajos y tiempos mas cortos de produccién de dichos agentes terapéuticos,
permitiendo que su produccidon a gran escala sea mas factible que el uso de la
Lubricina de longitud completa mostrada en D1, lo que corresponde a un evidente

salto cualitativo en la regla tecnica conocida hasta antes de la presente solicitud.

En vista de lo anterior, queda demostrado que el documento D1 al no indicar
explicitamente la sintesis de ningdn tipo de lubricina recombinante, ni proporcionar la
manera de solucionar los obstaculos tecnicos presentados al intentar obtener
variantes de lubricina usando tecnologia de ingenieria genética, y al mostrar solo una
variante de Lubricina con los dominios tipo mucina (que contienen las secuencias
KEPAPTT) que no presenta ninguna actividad lubricante, no puede de ninguna manera
ser considerado como un documento del cual se pueda partir para obtener las
variantes recombinantes de lubricina con actividad lubricante descritas en 1a presente

invencion,
5. Anexc me permito presentar;

(a) Copia de las paginas 61 a 64 que corresponde al nuevo capitulo
reivindicatorio que consta de 29 reivindicaciones y en el que se han realizado los
cambios anteriormente sefialados?y

(b) Copia del documento Flannery et. al., “Prevention of Cartilage
-
Degeneration in a Rat Modefo f Osteoarthritis by Intraarticular Treatment With
Recombinant Lubricin”, Arthritis Rheum., 2009, 60: 840-847.
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6. En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la solicitud a
la luz de las modificaciones y los argumentos y presentados y conceder el privilegio de

patente solicitado.

Sefior Superintendente,
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61 Exo. 06-DI3.00M
REIVINDICACIONES
1. Una proteina recombinante aislada

caracterizada porque comprende SEQ ID NOS: 9, 13, 17, 21 ¢
25, en donde la proteina posee actividad lubricante.

2. Una proteina recombinante aislada
caracterizada porque comprende SEQ ID NO: 26 enlazada a N-2
repeticiones de SEQ ID NO: 27, en donde N es igual a un
entero de 3 a 25, en donde la proteina posee actividad
lubricante.

3. La proteina de conformidad con la
reivindicacidén 2, caracterizada porque N es igual a un
entero de 5 a 25.

4. La proteina de conformidad con la
reivindicacién 2, caracterizada porque N es igual a un
entero de 10 a 25.

5. Una proteina recombinante aislada
caracterizada porque comprende SEQ ID NO: 26 mas SEQ ID NO:
28 mas [N-2 repeticiones de SEQ ID NO: 27] mas SEQ ID NO:
29, en donde N es igual a un entero de 10 a 25, en donde la
proteina posee actividad lubricante.

6. Un polinucledtido aislado caracterizado porgue
comprende una secuencia de &acido nucleico gque codifica para
la proteina de conformidad con la reivindicacidn 1.

7. Un polinucledtido aislade caracterizado porque
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica para
la proteina de conformidad con la reivindicacién 2.

8. Un polinucleétido aislado caracterizado porque
comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica para

la proteina de conformidad con la reivindicacién 3.
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9. Un polinucledtido aislade caracterizado porgue
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica para
la proteina de conformidad con la reivindicacién 4.

10. Un polinucledtido aislade caracterizado
porgue comprende una secuencia de Acido nucleico gue
codifica para la proteina de conformidad con la
reivindicacidén 5.

11. Una proteina recombinante aislada
caracterizada porque comprende SEQ ID NOs: 7, 11, 15, 1% 6
23.

12. Un polinucleétido aislado caracterizado
porgue comprende una secuencia de acide nucleico que
codifica para la proteina de confeormidad con la
reivindicacidén 11.

13. El polinucledétido de conformidad con la
reivindicacién 6, caracterizado porque comprende SEQ 1D
NOS: 8, 12, 16, 20 & 24.

14. E1 polinucledétido de conformidad con la
reivindicacién 12, caracterizade porque comprende SEQ ID
NOS: 6, 10, 14, 18 & 22.

15. Un polinucledtido aislado caracterizado
porque comprende un polinucledtido que tiene al menos 95%
de identidad con SEQ ID NOS: 6, 10, 14, 18 & 22 sobre la
longitud completa de la secuencia.

16. El1 polinucledétido de conformidad con la
reivindicacién 15, caracterizado porgue comprende un
polinucledétido que tiene al menos 97% de identidad.

17. El1 polinucledtido de conformidad con 1la

reivindicacién 15, caracterizado porgue comprende un
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polinucledtido gue tiene al menos 98% de identidad.

18. El polinucledtido de conformidad con la
reivindicacién 15, caracterizado porque comprende un

polinucledtido que tiene al menos 99% de identidad.

19. La proteina de conformidad con las
reivindicaciones 1, 2 & 11, caracterizada porgque la
proteina es O-enlazada con B-(1-3)-Gal-GalNac.

20. Una composicion caracterizada perqgque
comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de la
proteina de conformidad con la reivindicacidén 12 en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

21. La composicién de conformidad «con la
reivindicacién 20, caracterizada porgque comprende ademas
hialuronanno o hilano.

22. Un vector de expresidédn caracterizado porgque
comprende el polinucledtido de conformidad con las
reivindicaciones 6 ¢ 7 enlazado operablemente a una
secuencia de control de expresiédn.

23. Un método para producir una proteina
recombinante, caracterizado porque comprende:

cultivar células transfcrmadas con el vector de
expresién de conformidad con la reivindicacién 22 en medio
de cultivo liquido y

recoger la proteina recombinante del medio.

24. EL método de conformidad con la
reivindicacién 23, caracterizado porque recoger la proteina
comprende:

concentrar la proteina al filtrar el medio a

través de una membrana;
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recoger la proteina retenida de la membrana vy

solubilizar la proteina colectada en una solucidn salina de
pH regulado gque contenga clorhidrate de L-arginina que
varia en concentracidon de 0.1 a 2.0 M.

25. El método de conformidad con la
reivindicacién 24, caracterizado porque la concentracidn de
clorhidrato de L-arginina es de 0.5 M.

26. Una proteina recombinante producida por el
método de la reivindicacidn 23.

27. La composicidén de la reivindicacidn 20 & 21
caracterizada porque la composicidédn comprende ademas al
menos uno de: un anestésico local, una citocina, una
linfocina, un factoeor trombolitico, un factor
antitrombolitico, un agente anti-inf;amatorio, un
antibidético, y un factor de crecimiento.

28, E1 método de la reivindicacidn 23
caracterizado porgue las células son células de ovario de
hémster chino.

29. EI método de la reivindicacién 28
caracterizado porque las células de ovario de hamster chino

son células CHC DUKX.



\N\'e-hn
Exp. 06-DI3OH

ARTHRITIS & RHEUMATISM

Vol. &0, No. 3, March 2009, pp 840-847
DOT 10.10027art. 24304

© 2009, American College of Rheunatology

Prevention of Cartilage Degeneration in a
Rat Model of Osteoarthritis by Intraarticular Treatment
| With Recombinant Lubricin

Carl R. Flannery,' Richard Zollner,' Chris Corcoran,! Aled R, Jones,* Adam Root,'
Moisés A. Rivera-Bermidez,' Tracey Blanchet,' Jason P. Gleghorn,? Lawrence J. Bonassar,?
Alison M. Bendele,” Elisabeth A. Morris,! and Sonya S. Glasson®

Objective. Lubricin, also referred to as superficial
rone protein and PRG4, is a synovial glycoprotein that
supplies a friction-resistant, antiadhesive coating to the
surfaces of articular cartilage, thereby protecting
against arthritis-associated tissue wear and degrada-
tion. This study was undertaken to generate and char-
acterize a novel recombinant lubricin protein construct,
LUB:1, and to evaluate its therapeutic efficacy following
intraarticular defivery in a rat model of ostesarthritis
(OA).

Methods. Binding and localization of LUB:1 to
cartilage surfaces was assessed by immunohistochemis-
try. The cartilage-lubricating properties of LUB:1 were
determined using a custom friction testing apparatus.
A cell-binding assay was performed to quantify the
ability of LUB:1 to prevent cell adhesion. Efficacy
studies were conducted in a rat meniscal tear model of
OA. One week after the surgical induction of OA, LUB:1
or phosphate buffered saline vehicle was administered
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by intraarticular injection for 4 weeks, with dosing
intervals of either once per week or 3 times per week, OA
pathology scores were determined by histologic analysis.

Results, LUB:1 was shown to bind effectively to
cartilage surfaces, and facilitated both cartilage bound-
ary lubrication and inhibition of synovial cell adhesion.
Treatment of rat knee joints with LUB:1 resulted in
significant disease-modifying, chondroprotective effects
during the progression of OA, by markedly reducing
cartilage degeneration and structeral damage.

Conclusion. Qur findings demonstrate the poten-
tial use of recombinant lubricin molecules in novel
biotherapeutic approaches to the treatment of OA and
associated cartilage abnormalities.

Osteoarthritis (OA) severely restricts the daily
activities, mobility, and overall quality of life of millions
of paticnts worldwide, imposing a high societal burden
that reflects the current lack of effective medical thera-
pies. DA is characterized by escalated degeneration and
loss of articular cartilage, the specialized connective
tissue covering the ends of interfacing bones within
joints. To help withstand formidable biomechanical
forces and loads, articular cartilage surfaces possess an
inherently low cocfficient of friction, which is facilitated
in part by locatization of the boundary lubricant lubricin
(1). Lubricin was originally identified as a lubricating
glycoprotein present in synovial fluid (2), and it is now
recognized to have a major protective role in preventing
cartilage wear and synovial cell adhesion and prolifera-
tion (3). Lubricin is encoded by the PRG4 gene, and
PRG4-nullifying mutations can cause QA-like symptoms
in mice and humans (3,4). Lubricin synthesisAocalization
(and therefore function) is also down-regulated in sheep
(5). guinea pig (6), and rat (7) models of OA, further
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Figure 1. Production and characterization of recombinant lubricin construct LUB:1. A, Complementary DNA (cDMNA) for human lubricin was
subjected to restriction enzyme digestion at unique sites that flank the sequence encoding Ala®™ 10 Pro®” (474 amino acids comprising 59
KEPAPTT-like repeat ¢lements). This region was replaced with a synthetic cDNA cassetle encoding 51 amino acids, including 7 KEPAPTT-like
repeat elements, and the resulling construct, LUB:1, was cxpressed in stably transfected Chinese hamster ovary cells, SMB = samatomedin B-like;
HEP = heparin binding; HPX = hemopexin-like. B, LUB:1 was purified from culture media by sequential heparin affinity and size-exchusion
chromatography, and analyzed by nonreducing sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and Coomassie blue staining (lane 1} and
Western blotting with antilubricin antibody 06A10 (lane 2). The open and solid arrowheads indicate the migration positions of monomeric and
dimeric LUB:1, respectively, C, The glycosylation status of LUB:1 was assessed following no treatment (lane 1) or treatment with endo-O-glycosidase
(lane 2), neuraminidase (lane 3), or endo-O-glycosidase combined with neuraminidase (lane 4).

suggesting that augmentation of lubricin levels in QA
joints could be beneficial as a disease-modifying OA
therapy.

The glycosaminoglycan hyaluronan (HA) is an-
other principal component of synovial fluid. HA contrib-
utes to hydrodynamic lubrication mechanisms in the
joint, and together with lubricin, is important for strain
energy dissipation (8). Current clinical strategies for
joint supplementation to treat OA involve the use of

purified HA formulations (viscosupplements), although
whether there is evidence of an efficacious mechanism
of action for such products has been debated (9). In the
present study, we therefore tested the effects of treating
OA joints with a purified preparation of recombinant
lubricin, as assessed by monitoring changes in cartilage
degeneration and structural damage.

Lubricin contains an extensive mucin-like region,
with multiple repetitive KEPAPTT-like peptide se-
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quence elements supporting attachment of lubricating
O-linked oligosaccharides (1,10). We optimized the pro-
duction yietds of recombinant human lubricin by replac-
ing most of these repeat sequences with a short synthetic
cassette comprising 7 KEPAPTT-like repeat elements
(11). The resulting construct, designated LUB:1, main-
taing the native human lubricin N-terminal and C-terminal
domains, and 5 and 3’ flanking portions of the wild-type
mucin-like domain (Figure 1A). Following cx vivo char-
acterization of purified LUB:1, we evaluated its thera-
peutic efficacy by intraarticular administration in an
experimental (meniscal tear—induced) rat model of QA.

MATERIALS AND METHODS

Generation of recombinant lubricin construct LUB:1.
Complementary DNA (¢cDNA) for human lubricin was sub-
jected to restriction enzyme digestion at unique Bss HII and
Bsp El sites that flank the sequence encoding Ala®™ to Pro*"?
within the mucin-like domain (474 amino acids comprising 59
KEPAPTT-like repeat elements). This intervening region was
replaced with a synthetic cDNA cassette designed to contain
appropriate restriction sites and encoding 51 amino acids,
including 7 KEPAPTT like repeat elements (11), The resulting
construct, designated LUB:1, was assembled in the pTMed
expression vector and cxpressed in stably transfected Chinese
hamster avary (CHO) cells. Relative to full-length lubricin,
LUB:1 contains approximately one-third the number of wild-
type KEPAPTT-like sequence elements.

Serum-free conditioned medium containing LUB:1
protein was purified by heparin affinity chromatography
(Toyopearl Heparin; Tosoh, Montgomeryville, PA) by elution
with a linear gradient of 0-1M NaCl in 20 mM Tris (pH 8.6),
followed by size-exclusion chromatography on a column of
Scphacryl 5-400 (GE Healthcare, Piscataway, NI} and formu-
lation in caleium- and magnesium-frec phosphate buffercd
saling (PBS). LUB:1 protein was analyzed by separation on
nonreducing 4-20% Bis-Tris NuPAGE sodium dodecyl
sulfate—polyacrylamidc gel electrophoresis (SDS-PAGE) gels
{Invitrogen, Carlsbad, CA) and stained with Coomassie blue or
transferred ante nitrocellulose membranes and visualized by
Western blotting with antilubricia antibody 06A10 (10). LUB:]
glycosylation was assessed using an cnzymatic protein degly-
cosylation kit (Sigma, St. Louis, MO). Aliquots of LUB:1 (10
pg) were prepared in 1X reaction buffer and incubated (under
native conditions according to the recommendations of the
manufacturer) for 16 hours at 37°C in the absence or presence
of endo-O-glycosidase, ncuraminidase (sialidase A), or endo-
O-plycosidase in combination with neuraminidase. Samples
were scparated on reducing 3-8% Tris acctate NuPAGE
SDS-PAGE gels (Invitrogen) and visualized by Coomassie
blue staining.

Binding of LUB:1 o cartilage surfaces. Using previ-
ously deseribed methods (10, bovine articular cartilage dises
were extracted with PBS confaining 1.5M NaCl to remove
endogenous tubricin, and formalin-fixed tissue sections were
incubated for 1 hour at 18°C with PBS alone or with 100 pg/ml
of LUB:1 in PBS, After washing, LUB:1 was immunolocalized
using antilubricin antibody 06A10,
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Friction testing, Boundary lubrication of articular car-
tilage was mcasured using a custom friction testing apparatus
as described previously (12,13). Bovine cartilage cxplants were
tested in thc presence of PBS alone and with increasing
concentrations of LUB:1, with the articular surface positioned
against a glass counterface (n = 6 measurements per test
concentration), Boundary mode lubrication was measured
using an applied strain of 30% and an entraining vclocity of
(.33 mm/sccond. Statistical analysis was performed using one-
way analysis of variance and Tukey’s post hoc test.

Cell adhesion assays. A ccll adhesion assay was devel-
oped based on the Vybrant assay kit (Molecular Probcs,
Eugene, OR) to assess the inhibitory effects of LUB:1 on cell
attachment, Individual welis of %6-well Matrix tissue culture
plates (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) were coated
for 18 hours with PBS alone or with increasing concentrations
of LUB:1 or a noninhibitory control protein (albumin) (n = 3
wells per test concentration). The wells were washed with PBS,
and a suspension of Calcein AM-labcled SW982 human
synovial sarcoma cells {American Type Culture Collection,
Manassas, VA) was added (5 x 107 cells/well) and incubated
for 2 hours. After further washing, 200 pl of PBS was added to
cach well, and fluoresccnce measurements were obtained
(excitation at 494 nm; emission at 517 nm).

OA model and dosing protecal. The basic study design
and animal use were approved by the Institutional Animal
Care and Use Committce at Bolder BioPATH, Malc Lewis
rats weighing ~300 gm werc acclimated for 10 days and
randomized into groups of 20 rats. Animals were anesthetized
with isoflurane, and the right knce area was prepared for
surgery. A skin incision was made over the medial aspect of the
knee, and the medial collateral ligament was exposed by blunt
dissection and then transected. The medial meniscus was cut
through the full thickness to simulate a complete tear. Skin and
subcutis were closed with 4-0 Vieryl suture. Intraarticutar
trcatment was initiated 1 week after surgery, with dosing
performed under ancsthesia either 3 times per weck {every
other weckday) or once per week over 4 consccutive wecks.
Treatment groups were dosed with 40 ul of vehicle {PBS) or
LUB:1 (500 pg/ml in PBS).

Histologic analysis and OA scoring. Four wecks after
the start of dosing, animals were killed and the operated knee
joint was trimmed, fixed, and decalcified. Joints were cut into
2 approximately equal halves in the frontal plane and embed-
ded in paraffin. Three sections werc cut from each operated
knee at ~200-pm steps and stained with toluidine blue. All 3
sections were analyzed microscopically and scored by a board
certified veterinary pathologist (AMB) who was blinded with
regard to treatment group. Data werc peer reviewed and
confirmed at Wyeth Rescarch. Statistical analysis of histopa-
thology parametcrs was performed by comparing group values
using Student’s unpaired 2-tailed r-test.

Cartilage degeneration score. Cartilage degeneration in
the tibia was scored for each zone on a scale of 0-5, where § =
no degeneration; 1 = minimal degeneration involving chon-
drocyte and proteoglycan loss without fibrillation involving the
superficial zone: 2 = mild degeneration involving chondrocyte
and proteoglycan loss with fibrillation involving the superficial
zone; 3 = moderate degeneration involving chondrocyte and
proteoglycan loss with fibrillation extending into the midzone;
4 = marked degencration invalving chondrocyte and protco-
glycan loss with fibrillation extending through the midzone but
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Figure 2. Ex vivo functional characterization of LUB:1, A and B, LUB:1 binds and localizes to cartilage surfaces. Articular cartilage explants were
extracted in phosphate buffered saline (PBS) containing 1.5M NaCl, then incubated with PBS (A) or 100 pg/ml LUB:1 (R} and immunostained with
antilubricin antibody 16A10. Arrows indicate the cartilage articular surface. Bars = 50 pm. C, LUB:1 is an cffective cartilage boundary lubricant,
Cartilage explants were subjected to friction testing to assess boundary mode lubrication in the presence of increasing concentrations of LUB:1.
Coefficients of friction (i) were significantly lower in the presence of LUB:1 at concentrations 26.25 ug/ml. Values are the mean x 8D of 6
measurements per test concentration. » = P << 0.05; == = P < (1001, versus PBS alone. D, LUB:1 inhibits cell adhesion. Tissue culture wells were
coated with increasing concentrations of LUB:1, and the binding of Calcein AM-labeled SW982 synovia! cells was quantified, Values are the mean =

SD of 3 wells per test concentration,

without complete loss of chondrocytes or proteoglycan; and
5 = severe degeneration involving matrix loss to the tidemark
{250% of the zone) or 75-100% overall chondrocyte and
proteoglycan loss in the zone,

Total joint score. The 3-zone sum of the tibial cartilage
degeneration scores {mean of 3 levels) was added to the mean
osteophyte score for cach joint, which cateporizes osteophyte
measuremcnis on a scale of 1-4, where 1 = small (=200 um),
2 = moderate {300-399 pm)}, 3 = large (400-499 pm), and 4 =
very large (2500 pm).

Width of severe lesions. Micrometer measurements
were obtained for arcas of tibial cartilage damage in which
tissue matrix loss extended through =50% of the cartilage depth.

Significant cartilage degeneration width. Micrometer
measurements were obtained for areas of tibial cartilage
degeneration in which both chondrocyte and proteoglycan loss
extended to =30% of the cartilage depth. In general, tissue
matrix loss may be mild (25%) or greater for this parameter.

Bone score. Damage to the calcified cartilage layer and
subchondral bone was scored using a numerical scale of 0-5,
where 0 = no changes and 5 = increased basophilia at the
tidemark, increased fragmentation at the tidemark andfor of
the calcified cartilage, incteased area of marrow mesenchymal
changes, and collapse of articular cartilage into the epiphysis.

Medial capsule width. Micrometer measurements of the
medial capsule width were obtained for each joint, ag an
assessment of soft tissuc fibroplasia.

RESULTS

Expression and characterization of recombinant
lubricin (LUB:1). A novel recombinant lubricin con-
struct, LUB:1, was cxpressed in CHO cells and isolated
at high purity in a vehicle solution of PBS. LURB:1
represents a modified version of human lubricin and
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Figure 3. Intraarticular treatment with LUB:1 for 4 weeks significantly decreases multiple parameters of cartifage degeneration in a rat model of
osteoarthritis (OA). Following surgical induction of OA, knce joints treated either 3 times per week or once per week with LUB:1 (20 g0 pl) or
with phosphate buffered saline (PBS) vehicle (40 ul) displayed significant reduclions in cartilage degeneration scores (A), total joint scores (B), width
of severe lesions penetrating 250% of the tissue depth (C), and significant cartilage degeneration width {I3). Values in the arrows are the percentage

decreases in QA scores for LUB:1-treated groups relative to PES-treated

* = P < 0.05 versus the corresponding PBS-treated group.

cxhibits ~70% amino acid scquence identity to rat
lubricin. Under nonreducing conditions, LUB:1 ap-
peared on SDS-PAGE gels as a predominant dimer
(Figute 1B), consistent with the self-association of lubri-
cin N-terminal domains previously described (10). We
performed deglycosylation experiments to demonstrate
the substitution of LUB:1 with appropriate O-linked
oligosaccharides, Treatment with endo-O-glycosidase
alone or neuraminidase alonc resulted in minor mass
reductions, as assessed by nonreducing SDS-PAGE
(Figure 1C, lancs 2 and 3). In contrast, combined
digestion with both glycosidases resulted in a substantial
decrease in the molecular size of LUB:1 (Figure 1C, lane
4), consistent with the occurrence of B(1.3)Gal-GalNAc
sugar structures capped with NeuAc (14).

In ex vivo functional assays, we found that LUB:1
efficiently binds and localizes to articular cartilage sur-

groups. Bars show the mean and SEM of 20 animals per treatment group.

faces (Figures 2A and B), as has previously been de-
scribed for recombinant full-length lubricin (10). In
addition, LUB:1 significantly improved cartilage bound-
ary lubrication in a custom friction testing apparatus
(Figure 2C). In this system, maximal lubrication oc-
curred at a LUB:1 concentration similar to that observed
for recombinant full-length lubricin (15). LUB:1 was
also shown to inhibit the binding/adhesion of synovial
sarcoma cells (Figure 2D), similar to the effects ob-
served with full-length lubricin (data not shown).
Prevention of cartilage degeneration in a rat
model of OA by intraarticular treatment with LUB:1.
We evaluated the therapeutic efficacy of LUB:1 in an
cxperimental model of OA initiated by surgical injury
and joint destabilization. Unilatcral OA was induced in
the knees of rats by transection of the medial collatcral
ligament and meniscus. Beginning 1 week after surgery,
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LUB:1 or PBS vehicle was administered by intraarticular
injection, either 3 times per week or once per week over
the subsequent 4 weeks. At the end of the 4-week
period, histologic sections of knee joints were analyzed
microscopically and assessed for multiple pathologic
parameters of QA (16,17). Tibial cartilage degeneration
scores, total joint scores, and cartilage lesion and degen-
eration width measurements were significantly lower in
EUB:l-treated animals than in PBS-treated animals
{Figure 3). In contrast, the results of treatment with a
control protein (50 pg of human serum albumin in 40 ul
of PBS vehicle; n = 20 animals per group) were not
significantly different from those obtained with PBS
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Figure 5. LUB:1 treatment has no effect on joint loading or on the
development of fibroplasia, Animals dosed 3 times per week for 4
weeks with LUB:1 (20 pg/dd uly or phosphate buffered saline (PBS)
vehicle (40 pl) displayed no significant differences in bone scores or
medial capsule width, Bars show the mean and SEM of 20 animals per
treatment group,

alone {(data not shown). Notably, the width of severe
cartilage lesions, reflecting arcas of tibial cartilage dam-
age in which tissue matrix loss extends through =50% of
the cartilage depth, was decreased by 83% in response to
LUB:1 administered 3 times per weck (Figure 3C). For
this parameter, the frequency of such severe cartilage
lesions was 10 of 20 (50%) for PBS-treated joints and 5
of 20 (25%) for joints treated with LUB:1.

The effects of LUB:1 on the prevention of car-
tilage degeneration are depicted in Figure 4, illustrat-
ing the promotion of overall cartilage structural pres-
ervation in response to lubricin supplementation. The
corresponding cartilage degeneration scores for these
individual joints were 4.00 (Figure 4A) and 3.00 (Fig-
ure 4B), relative to group mean = SEM scores of
3.93 £ 0.29 and 3.08 x 0.20 for PBS-treated and LUB:1-
treated groups, respectively. Subchondral bone scores
did not differ between treatment groups (Figure 5,
left), suggesting that joint loading was comparable in all
animals. In addition, the medial capsule width was
equivalent for both PBS- and LUB:1-treated cohorts
{(Figure 5, right), indicating that LUB:1 did not induce
synovial fibroplasia.

DISCUSSION

The need tor therapeutic agents for the treat-
ment of cartilage deterioration in OA is a major untet
medical challenge. Nonsteroidal antiinflammatory
drugs, cyclooxygenase 2 inhibitors, and HA-based in-
jectables are promoted for symptomatic relief of OA,
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while strategics for the devciopment of disease-
modifying OA drugs have focused mainly on the broad-
spectrum targeting of matrix metalloproteinase (i.e.,
collagenasc) activities. Such inhibitors have proven inef-
fective for clinical use, however, cither through lack of
efficacy or due to musculoskelctal side effects such as
soft tissue fibroplasia (18).

In the present study, we tested the effects of
intraarticular lubricin supplementation on disease pro-
gression in a rat model of OA. As part of a strategy to
optimize production yields of recombinant lubricin (11),
we generated a novel lubricin expression construct,
LUB:1, which contains approximately one-third the
number of wild-type KEPAPTT-like scquence clements
located within the mucin-likc domain (Figure 1A).
LUB:1 contains functional N-tcrminal domains which
facilitate multimerization (Figure 1B), exhibits appropri-
ate (-linked oligosaccharide substitution (Figure 1C),
and possesses integral C-terminal domains enabling
binding and localization to cartilage surfaces (Figure
2B). LUB:1 was also shown to be an effective cartilage
boundary lubricant (Figure 2C}), and was able to prevent
synovial cell adhesion {Figurc 2D).

Local administration of LUB:1 was therapeuti-
cally effective in preventing cartilage degeneration dur-
ing the progression of OA (Figures 3 and 4). Knec joints
from rats trcated with LUB:1 devcloped significantly
less severe cartilage damage than did PBS (vehicle)-
trcated animals, and displayed significantly reduced
cartilage degeneration scores. Inhibition of loss of viable
matrix further indicated beneficial effects of LUB:1 on
overall cartilage tissue preservation (chondrocytes, pro-
teoglycan, and collagen). No cvidence of fibroplasia was
observed in response to LUB:1 treatment (Figure 5),
thus supporting a favorable tolerability profile for re-
combinant lubricin in the trcatment of joint diseases.

Prospectively, various considerations relevant to
dosing and duration of efficacy may be appreciated. In
this regard, we have determined that radiolabeled
LUB:1 is detectable in the joints of naive rats at appro-
priate tissuc surfaces {cartilage, synovium, and menis-
cus) and remains localized for at least 28 days following
a single intraarticular injection (Flannery CR, et al:
unpublished observations), and it will be impartant to
perform similar evaluations in the surgical QA model. In
addition, it will be of interest to further explore the
mechanism(s) underlying the chondroprotective effects
of lubricin treatment, including, for example, an evalu-
ation of the activities of cartilage-degrading enzymes
(i.e. collagenases, aggrecanases).

Interestingly, 2 recent reports highlight a benefi-
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cial synergy between lubricin and HA with respect to
both boundary lubrication and the mechanical attributes
of synovial fluid. Thus, Schmidt et al (19} described the
use of a customized cartilage-on-cartilage friction test-
ing system and found that lubricin and HA in com-
bination produced a greater boundary-lubricating effect
than either constituent alone. In other studies, Jay et al
(8) demonstrated that lubricin can interact with HA in
synavial fluid to enhance its chondroprotective proper-
ties via the dissipation of shear-induced encrgy. Evalu-
ation of the therapeutic potential of lubricin and HA in
a combincd formulation may thercfore be warranted. In
addition, the synthetic strategy applied for the cxpres-
sion of LUB:1 facilitates iterative expansion of the
number of KEPAPTT-like sequences within the mucin-
like domain (11). Since the lubricating function of
lubricin depends on the occurrence of Q-linked oligo-
saccharides contingently attached to this region (14),
characterization of such extended constructs could fur-
ther aid in optimizing the utility of recombinant lubricin
molecules for potential clinical applications,
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