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DESCRIPCION
Fragmentos de péptido para inducir la sintesis de las proteinas de la matriz extracelular

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad con la solicitud provisional de patente de Estados Unidos
con nimero de serie 60/813.284, presentada el 13 de junio de 2006.

Campo de la divulgacion

La presente divulgacién se riere a tetrapéptidos con el motivo de aminoacidos GxxG o PxxP, en la que G (glicina) y
P (prolina) se mantienen y x es un aminoacido variable. La presente divulgacion también se refiere a tetrapéptidos
activos con cambio de marco que son secuencias de tetrapéptidos que cambian un marco del tetrapéptido GxxG o
PxxP en una proteina ECM. En particular, la presente divulgacién se refiere a GxxG, PxxP, o péptidos de cambio de
marco activos que estimulan la produccién de proteinas de la matriz extracelular y potencian la cicatrizacion de
heridas de la monocapa de células epiteliales de la piel humana arafiada o herida. Las composiciones de péptido se
pueden usar en formulaciones para reparar la piel dafiada o0 mantener la piel sana.

Antecedentes

El envejecimiento de la piel suele ir acompafada de la formacién de arrugas y una alteracion de la cicatrizacion de
heridas. Una herida se define como una rotura en la integridad de la piel. La cicatrizaciéon de heridas normal implica
una serie compleja y dinamica pero extraordinariamente bien orquestada de eventos que conducen a la reparacion
de los tejidos dafiados. El mayor componente de la piel normal es la matriz extracelular (ECM), una matriz de tipo gel
producida por las células a las que rodea. La ECM esta compuesta por dos moléculas principales que incluyen
proteinas estructurales y proteoglicanos. Se sabe que los cambios en la composicion y estado de reticulacién de la
ECM estan asociados con el envejecimiento y una gama de trastornos cutdneos adquiridos y heredados. Esta bien
documentado que la ECM no solamente proporciona soporte estructural, sino también afecta el comportamiento
celular tal como la diferenciacién y la proliferacion. Asimismo, cada vez mas investigacién sugiere que los
componentes de la matriz pueden ser una fuente de sefales celulares para facilitar la proliferacion y la migracién de
las células epiteliales y, de esta forma, potenciar la cicatrizacién de heridas.

La clase mas importante de moléculas ECM fibrosas es la familia del colageno, que incluye al menos 16 tipos
diferentes de colageno. El colageno de la matriz dérmica se compone principalmente de colagenos de tipo | (80-
85 %) y de tipo Il (8-11 %), ambos de los cuales son colagenos fibrilares, o en forma de varilla. La resistencia a la
traccion de la piel se debe principalmente a estas moléculas de colageno fibrilares, que se autoensamblan en
microfibrillas en una disposicién cabeza-a-cola y enfrentado lateral apilado. La moléculas de colageno quedan
reticuladas con las moléculas de colageno adyacentes, creando una resistencia y estabilidad adicional en las fibras
de colageno. El dafo a la red de colageno (por ejemplo, mediante enzimas o por destruccién fisica), o su
destruccién completa hace que la cicatrizaciéon se produzca mediante reparacion.

Se han notificado varios péptidos bioactivos que estimulan la produccion de proteinas de la ECM tanto en la
bibliografia cientifica como en las patentes concedidas. Desde el punto de vista historico, los péptidos se han aislado
de fuentes naturales y recientemente han sido objeto de estudios de relacién entre la estructura y la funcién. Los
péptidos naturales también han servido como puntos de partida para el disefio de analogos de péptido sintéticos.

Las secuencias especificas de las proteinas ECM pueden estimular elementos Utiles en la piel, tal como el colageno
de tipo |, colageno de tipo lll, y fibronectina (Katayama et. al, J. BIOL. CHEM. 288:9941-9944 (1983)). Katayama et
al. identificaron el pentapéptido, KTTKS (SEC ID N2: 17), dentro del propéptido del extremo carboxi (restos 197-241)
de colageno de tipo I. El propéptido se escinde durante la produccién de la proteina de coladgeno madura. El
propéptido escindido puede participar en la regulacion de la produccion de colageno mediante un mecanismo de
retroalimentacion dela biosintesis, en el que el segmento KTTKS tiene un papel activo. Maquart et al. (J SOC BIOL.
193:423-28 (1999)) notificaron que los péptidos GHK y CNYYSNS también estimulan la sintesis de ECM. Estas
secuencias se pueden liberar durante la renovacién la ECM, sefialando de esta forma la necesidad de reparar la
ECM. Las secuencias del péptido corto liberadas por cualquiera de los mecanismos se denominan frecuentemente
«matriquinas» (Maquart et al., J. SOC. BIOL. 193:423-28 (1999)).

Aunque existen numerosos péptidos naturales o sintéticos, existe la necesidad de mejorar péptidos biolégicamente
activos y métodos para su uso.

Sumario

Se describen tetrapéptidos que se caracterizan por el motivo de la secuencia de aminoacidos GxxG o PxxP, en la
que los restos G (glicina) y P (prolina) se mantienen y x es un aminoacido variable. Los tetrapéptidos se han
derivado de secuencias que aparecen varias veces a lo largo de la secuencia primaria de la proteina de la ECM, el
colageno de tipo IV. Las secuencias descritas inducen la produccién de todas las formas del colageno mas que las
secuencias peptidicas anteriormente conocidas, incluyendo KTTKS, vendido con el nombre comercial MATRIXYL™
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por SEDERMA SAS (Francia). Ademas, una composicion que comprende una combinacion de varias secuencias
con repeticiones multiples suscita una respuesta productora de colageno todavia mayor. Se pueden esperar
beneficios adicionales de las combinaciones de péptidos que presentan varias proteinas de la ECM.

La produccion de una combinacién especifica de tetrapéptidos para la reconstruccion de la ECM puede ser
prohibitivo debido a su coste comercial. Se describe un medio relativamente sencillo y barato de producir una
combinacion diversa de tetrapéptidos biolégicamente activos. Mediante la produccion de una biblioteca combinatoria
de tetrapéptidos con el motivo GxxG o PxxP, se puede generar varios tetrapéptidos biolégicamente activos en el
mismo ciclo de fabricacion (por ejemplo, GEPG, GPEG, GPPG y GEEG). La combinacion de tetrapéptidos puede
inducir mas formaciéon de proteinas de la ECM que péptidos simples. Las composiciones que comprenden los
tetrapéptidos descritos, solos o en combinacién, son Utiles en los mercados de cuidado de la piel que incluyen, pero
sin limitacién, los que se refieren a la formacién de arrugas, tonificacion, firmeza, o ptosis. La estimulacion del
colageno mediante los tetrapéptidos descritos pueden mejorar significativamente la salud y el aspecto de la piel
danada y envejecida.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 es la SEC ID N2 45 que es la secuencia de aminoé&cidos del colageno IV que ilustra las apariciones de
los tetrapéptidos GxxG. Todas las secuencias en negrita estan subrayadas y las secuencias solapantes tienen un
subrayado doble.

La FIG. 2 es la SEC ID N2 46 que es la secuencia de aminoacidos del colageno IV que ilustra las apariciones de
los PGPR y GAGP activos en el cambio de marco. Todas las secuencias activas en el cambio de marco estan en
negrita y subrayadas y las secuencias GxxG que se producen un cambio de marco mas lejos tienen un
subrayado doble.

La FIG. 3 es también la SEC ID N2: 45, la secuencia de aminoacidos del colageno IV, que ilustra las apariciones
del tetrapéptido PGPP.

Descripcion detallada

La invencion se dirige de forma general hacia tetrapéptidos que estimulan la produccion de proteinas de la ECM y
modulan la cicatrizacion de heridas, y los usos de dichos tetrapéptidos.

Péptidos

Una realizacion de la presente divulgacion se dirige hacia un tetrapéptido aislado que comprende el motivo GxxG o
PxxP. En la presente realizacion, G (glicina) y P (prolina) se mantienen y x es un aminoacido variable. El péptido es
la SEC ID N¢: 14. Otros péptidos descritos en el presente documento incluyen la SEC ID N°: 1, SEC ID N%: 2, SEC ID
Ne¢: 3, SEC ID N%: 5, SEC ID N%: 7, SEC ID N%: 8, SEC ID N%: 9, SEC ID N2 10, SEC ID N°: 11, SEC ID N2: 12, SEC
ID N2: 13, SEC ID N%: 14, SEC ID N°: 15, 0 SEC ID N%: 16.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se proporciona un tetrapéptido que comprende la SEC ID N2
14 para su uso como medicamento.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composiciéon farmacéutica para su uso como medicamento que
comprende la SEC ID N°: 14 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencion también proporciona una composicion de la invencidn para su uso en un tratamiento para el cuidado de
la piel.

En un aspecto adicional, se proporciona un método in vitro para estimular la produccién de colageno por una célula,
comprendiendo el método exponer a la célula a un tetrapéptido que comprende la SEC ID N%: 14 induciendo de esta
forma la produccion de colageno de una célula.

Kessler E et al notifican una aminopeptidasa novedosa derivada de Clostridium histolyticum en Biochemical and
Biophysical Research Communications, vol. 50, n® 2, 1973, paginas 405-412.

El documento EP1074620 se refiere a proteinas seleccionadas entre los miembros de la superfamilia TGF-beta, que
son monoméricos debido a la sustitucion o la delecion de una cisteina que es la responsable de la formacion de
dimeros. El documento EP1074620 también esta referido a los acidos nucleicos, que codifican dichas proteinas
monomeéricas, vectores o células hospedadoras que comprenden los &cidos nucleicos asi como las composiciones
farmacéuticas que comprenden las proteinas o los acidos nucleicos que codifican las proteinas. Las composiciones
farmacéuticas se pueden aplicar ventajosamente a todas las indicaciones en las que se usan las respectivas
proteinas diméricas.

Otra realizacion de la presente divulgacion se dirige hacia un tetrapéptido aislado que comprende el motivo GxPG,
en el que x es P en cualquier posicion de la variable, o ambos. En esta realizacion, G (glicina) y P (prolina) se
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mantienen y x es un aminoacido variable. El péptido puede ser por lo general cualquier péptido comprendido en la
descripcion anterior, y mas preferiblemente es la SEC ID N2: 2, SEC ID N2: 3, SEC ID N%: 5, 0 SEC ID N°: 7.

Otra realizacion de la presente divulgacion se dirige hacia un tetrapéptido aislado que comprende el motivo GExG.
En esta realizacion, G (glicina) y E (acido glutdmico) se mantienen y x es un aminoacido variable. El péptido puede
ser por lo general cualquier péptido comprendido en la descripcién anterior, y mas preferiblemente es la SEC ID N2:
50la SEC ID N 8.

Otra realizacién de la presente divulgacion se dirige hacia un tetrapéptido aislado que comprende el motivo PGxP.
En esta realizacion, P (prolina) y G (glicina) se mantienen y x es un aminodcido variable. El péptido puede ser por lo
general cualquier péptido comprendido en la descripcién anterior, y mas preferiblemente es la SEC ID N°: 11, SEC
ID N%: 12, SEC ID N%: 14, 0 SEC ID N2: 16.

Otra realizacién de la presente divulgacion se dirige hacia un tetrapéptido aislado que comprende el motivo PExP.
En esta realizacion, P (prolina) y E (&cido glutamico) se mantienen y x es un aminoacido variable. El péptido puede
ser por lo general cualquier péptido comprendido en la descripcién anterior, y méas preferiblemente es la SEC ID N2
1 0laSECID N2 9.

Otra realizacion de la presente divulgacion se dirige hacia un tetrapéptido activo en el cambio de marco. En esta
realizacién, el tetrapéptido se produce en un cambio de marco del tetrapéptido GxxG o PxxP en una proteina de la
ECM. El péptido puede ser por lo general cualquier péptido comprendido en la descripcion anterior, y mas
preferiblemente es la SEC ID N%: 4 o la SEC ID N°: 6.

Cada uno de los péptidos anteriormente descritos puede comprender aminoacidos D o L. Los péptidos pueden
comprender aminoacidos todos D o amino&cidos todos L. Los péptidos pueden tener un extremo C acido (-CO2zH) o,
preferentemente, un extremo C amida (-CONHz, -CONHR o -CONRz). Los péptidos pueden estar adicionalmente
aumentados o modificados, tanto quimica como enzimaticamente. Por ejemplo, lo péptidos pueden estar amidados
(-NH2) en el extremo C, que puede volver al tetrapéptido menos susceptible a la degradacion mediante proteasas y
aumentar la solubilidad e comparacion con las formas de acido libre. Los péptidos también pueden estar lipidados lo
que puede proporcionar una mejora en la penetracion de la piel.

Los péptidos anteriormente descritos pueden contener los siguientes aminoacidos: R (arginina), L (leucina), P
(prolina), F (fenilalanina), Q (glutamina), E (acido glutdmico), | (isoleucina), K (lisina), S (serina), V (valina), A
(alanina), N (asparagina), D (acido aspartico), T (treonina), Y (tirosina) y G (glicina). Los péptidos anteriormente
descritos no incluyen lo siguiente M (metionina), C (cisteina), H (histidina) o W (triptéfano). De acuerdo con ello, en
una realizacién, x no se selecciona entre cualquiera de M (metionina), C (cisteina), H (histidina) o W (triptéfano).

Métodos de uso

Una realizacion adicional de la presente divulgacion se dirige hacia métodos para utilizar los péptidos anteriormente
descritos. Los métodos de uso pueden implicar el uso de un solo péptido, o pueden implicar el uso de dos 0 mas
péptidos en combinacion.

Una realizacion de la presente divulgacion es un método para estimular la reparacién de piel dafada y el
mantenimiento de la piel sana usando tetrapéptidos que estimulan la produccién de proteinas de la ECM. El método
se dirige, de manera general, a poner en contacto células dérmicas (piel) con una composicién que contiene el
péptido. Las composiciones pueden ser un aerosol, emulsién, liquido, locién, crema, pasta, pomada, espuma, u otra
formulacion farmacéuticamente aceptable. En general, una formulacién farmacéuticamente aceptable incluiria
cualquier portador aceptable adecuado para su uso sobre la piel humana, por ejemplo, un vehiculo cosméticamente
aceptable y un vehiculo dermatolégicamente aceptable. Las composiciones pueden incluir otros agentes
biol6gicamente activos tales como retinoides u otros péptidos. Las composiciones pueden incluir vehiculos o
adyuvantes farmacéuticamente aceptables. La etapa de puesta en contacto se puede llevar a cabo in vivo, in situ, in
vitro, 0 mediante cualquier método conocido de los expertos en la materia. De manera més preferida, la etapa de
puesta se puede llevar a cabo por via tépica a una concentracion suficiente para desencadenar una respuesta
estimulatoria. La concentracion del péptido en la composiciéon puede ser de aproximadamente 0,01 ug/ml a
aproximadamente 100 pug/ml, de aproximadamente 0,1 ug/ml a aproximadamente 50 pg/ml, y de aproximadamente
0,1 pg/ml a aproximadamente 1 pg/ml. La etapa de puesta en contacto se puede llevar a cabo en un mamifero, un
gato, un perro, una vaca, un caballo, un cerdo, o un ser humano. Una composicion preferida para estimular la
produccion de proteinas de la ECM comprende la SEC ID N2: 8; mas preferentemente, la composicién comprende la
SEC ID N2 8 en una mezcla heterogénea con al menos otro tetrapéptido. En la realizacion mas preferida, los
tetrapéptidos individuales de la composicién ocasionarian una produccién de colageno mantenida durante un
periodo de al menos 48 horas.

Una realizacion adicional de la presente divulgacion se dirige a un método para estimular la cicatrizacién de heridas
de una piel danada por el envejecimiento normal, enfermedad, lesion, traumatismo, o mediante cirugia u otros
procedimientos médicos. El método puede comprender administrar la composicion a un herida de un animal, en el
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que la composicion comprende cualquiera de los péptidos anteriormente descritos, de forma individual o en
combinacion. Las composiciones pueden ser un liquido, locién, crema, pasta, pomada, espuma, o cualquier
formulacion farmacéuticamente aceptable. Las composiciones pueden incluir vehiculos o adyuvantes
farmacéuticamente aceptables. Las composiciones pueden incluir otros agentes biolégicamente activos tales como
antibiéticos o factores del crecimiento. Las composiciones también se pueden utilizar junto con otros agentes
terapéuticos tales como injertos de tejido, productos de cultivo de tejido, oxigeno o apésitos. La concentracion del
péptido en la composicién puede ser de aproximadamente 0,01 pg/ml a aproximadamente 100 ug/ml, de
aproximadamente 0,1 pg/ml a aproximadamente 50 ug/ml, y de aproximadamente 0,1 pg/ml a aproximadamente
1 pg/ml. La composicién se puede administrar a la herida por via tépica. Por lo general, el animal puede ser
cualquier tipo de animal, y preferiblemente es un mamifero, y mas preferentemente un ser humano, vaca, caballo,
gato, perro, cerdo, cabra, u oveja. Una composicién preferida para aplicaciones de cicatrizacién de heridas en la que
se estimula la produccién de proteinas de la ECM comprende la SEC ID N®: 8; mas preferentemente, la composicién
comprende la SEC ID N% 8 en una mezcla heterogénea con al menos otro tetrapéptido. En la realizacién mas
preferida, los tetrapéptidos individuales de la composicion ocasionarian una produccion de colageno mantenida
durante un periodo de al menos 48 horas.

Una realizacion adicional de la presente divulgacién se dirige a un método para reducir la formacién de cicatrices de
una piel dafada por el envejecimiento normal, enfermedad, lesion, traumatismo, o mediante cirugia u otros
procedimientos médicos. El método puede comprender administrar la composicion a un herida de un animal, en el
que la composicion comprende cualquiera de los péptidos anteriormente descritos, de forma individual o en
combinacion. Las composiciones pueden ser un liquido, locién, crema, pasta, pomada, espuma, u otra formulacién
farmacéuticamente aceptable. Las composiciones pueden incluir vehiculos o adyuvantes farmacéuticamente
aceptables. Las composiciones pueden incluir otros agentes biolégicamente activos tales como antibidticos o
factores del crecimiento. Las composiciones también se pueden utilizar junto con otros agentes terapéuticos tales
como injertos de tejido, productos de cultivo de tejido, oxigeno o apdsitos. La concentracion del péptido en la
composicion puede ser de aproximadamente 0,01 ug/ml a aproximadamente 100 pg/ml, de aproximadamente
0,1 pg/ml a aproximadamente 50 pg/ml, y de aproximadamente 0,1 pg/ml a aproximadamente 1 pg/ml. La
composicién se puede administrar a la herida por via topica. Por lo general, el animal puede ser cualquier tipo de
animal, y preferiblemente es un mamifero, y mas preferentemente un ser humano, vaca, caballo, gato, perro, cerdo,
cabra, u oveja. Una composicion preferida para aplicaciones de cicatrizacién de heridas en la que se estimula la
produccion de proteinas de la ECM comprende la SEC ID N°: 8; mas preferentemente, la composicién comprende la
SEC ID N2 8 en una mezcla heterogénea con al menos otro tetrapéptido. En la realizacion mas preferida, los
tetrapéptidos individuales de la composicién ocasionarian una produccién de colageno mantenida durante un
periodo de al menos 48 horas.

Una realizacién adicional de la presente divulgacién se dirige a un método para producir los tetrapéptidos descritos
en combinacion. Los péptidos se pueden producir usando cualquier método conocido de los expertos en la materia
tales como los descritos en Merrifield, R.B., Solid Phase Peptide Synthesis I., J. AM. CHEM. SOC. 85:2149-2154
(1963); Carpino, L.A. et al., [(9-Fluorenylmethyl)Oxy] Carbonyl (Fmoc) Amino Acid Chlorides: Synthesis,
caracterizacion, And Application To The Rapid Synthesis Of Short Peptides, J. ORG. CHEM. 37:51:3732-3734;
Merrifield, R.B. et al., Instrument For Automated Synthesis Of Peptides, ANAL. CHEM. 38:1905-1914 (1966); o Kent,
S.B.H. et al., High Yield Chemical Synthesis Of Biologically Active Peptides On An Automated Peptide Synthesizer
Of Novel Design, en: PEPTIDES 1984 (Ragnarsson U., ed.) Almqvist y Wiksell Int., Estocolmo (Suecia), pp. 185-188.
Preferentemente, los péptidos se producirdan mediante una maquina que puede realizar la adiciéon secuencial de
aminoacidos a una cadena de péptido en crecimiento. Sin embargo, los péptidos también se pueden fabricar usando
metodologia convencional en fase de solucién.

Se ha observado que la adicién de una mezcla de aminoacidos libres en lugar de mezclas de péptidos homogéneas
durante la sintesis de la cadena peptidica da como resultado la incorporacién variada de aminodacidos libres de
forma que dicha combinacién de péptidos es el resultado de las reacciones de sintesis. Se puede ajustar la
frecuencia de incorporacion relativa de un aminoacido particular incluido en una mezcla de dos o mas aminoacidos
anadidos durante la sintesis. El ajuste se posibilita mediante la modificacién de la relacién de un aminoacido libre
puesto a disposicion durante el proceso de sintesis con respecto al resto de aminoacidos de la mezcla (esto se
denomina mezcla isocinética).

Los siguientes ejemplos se han incluido para demostrar las realizaciones preferidas de la presente divulgacion. Las
personas expertas en la materia deberan apreciar que las técnicas descritas en los ejemplos siguientes representan
técnicas y composiciones descubiertas por los inventores que funcionan bien en la practica de la invencién, y, por
tanto, se puede considerar que constituyen los modos preferidos para su practica. Sin embargo, la persona
normalmente experta en la técnica debera, a la luz de la presente divulgacion, apreciar que se pueden realizar
muchos cambios en las realizaciones especificas que se describen y seguir obteniendo un resultado igual o similar
sin apartarse del alcance de la invencién.
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Ejemplos

Ejemplo 1: Identificacién de secuencias repetidas del tetrapéptido en el colageno

Una proporcién relativamente elevada de las secuencias repetidas del tetrapéptido en el colageno IV tiene el motivo
GxxG (en el que x es cualquier aminoacido). Numerosos de estos se muestran in situ como parte de la secuencia
completa del colageno |V ilustrada en la Figura 1 como la SEC ID N®: 45. En primer lugar se examino el colageno IV
debido a su papel para interactuar con otros componentes especializados de la ECM (véase Gregory Schultz et al.,
2005). Existen once secuencias con el motivo GxxG en colageno IV que aparecen mas de diez veces (GxxG donde
XX se representa por: vp, ek, fp, Ip, pp, sp, ep, ip, pk, qp y tp). De estas secuencias de péptidos, ocho de las once
secuencias contienen prolina en la posicién 3, dos de once secuencias contienen P en la posicién 2, una de las once
secuencias contienen prolina en las posiciones 2 y 3, y una de once secuencias no contienen prolina. Las
secuencias descritas se denominan como REPLIKINES™. "REPLIKINE" se define como una secuencia corta dentro
de las proteinas ECM que se producen varias veces (es decir, se replica). Esta secuencia puede estar presente en
una proteina de la ECM (por ejemplo, colageno 1V). Preferentemente, la secuencia esta presente en mudltiples
proteinas de la EMC (por ejemplo, todos los colagenos, elastina, laminina, etc.). La presencia de la secuencia de
multiples proteinas de la ECM aumentan la posibilidad de que el fragmento puede ser capaz de estimular la sintesis
o la reparacién de la ECM.

Las once secuencias GxxG que aparecen en el colageno IV listado anteriormente se destacaron en la secuencia del
colageno 1V humano ilustrada en la Figura 1. En esta figura, todas las secuencias en negrita estan subrayadas y las
secuencias solapantes tienen un subrayado doble. Todas menos una de dichas secuencias también aparece en los
colagenos |, Il, Ill, y V. Este hecho contribuye a la capacidad de los péptidos descritos para estimular la produccién
de todos los tipos de colagenos, especialmente cuando los péptidos se utilizan en combinacién. La Tabla 1 muestra
la frecuencia de varias repeticiones de tetrapéptido en las proteinas de la ECM. Las secuencias en negrita de la
Tabla 1 son las que aparecen en el colageno IV diez 0 méas veces.

Tabla 1: Frecuencia de los tetrapéptidos en las proteinas de la ECM

SEC ID N¢ . . 3 i ] ] . Precgrsor de
Secuencia  [Colageno | |Colageno Il |Colageno Il |Colageno IV [Coladgeno V [Elastina |elastina
19 GAAG 10 5 7 2 4 5
20 GAKG 3 4 3 5 5
21 GAPG 13 21 25 6 9
22 GDKG 2 2 4 9 3
23 GDRG 2 5 2 4 1
8 GEKG 3 5 4 22 15
5 GEPG 11 15 10 11 4
24 GERG 10 11 14 6 7
2 GFPG 4 8 6 22 5 1 1
25 GIPG 2 2 6 14 6 5 5
26 GKDG 1 4 5 2 2
27 GKPG 2 3 3 4 1
28 GLKG 2 1 1 5 4
29 GLPG 15 10 9 42 15 1 1
30 GNPG 3 5 3 o 1
31 GPAG 16 20 20 3 6
32 GPKG 3 11 4 12 9
7 GPPG 33 40 40 46 43
33 GPQG 7 11 9 7 5
34 GPRG 11 13 10 4 7
35 GPSG 10 11 5 1 5
36 GPTG 4 3 0 o 6
37 GPVG 9 3 3 o 5
38 GQPG 3 4 6 12 7
39 GRDG 4 2 3 3
40 GRPG 3 3 4 2 5
3 GSPG 4 6 21 16 3
41 GTPG 3 4 2 11 2
42 GVKG 1 3 2 3 1
43 GVPG 1 3 10 1 14 15
44 GYPG 1 1 1 4 >
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Como también es evidente de una revisién de la secuencia del colageno IV, SEC ID N¢: 45, existen también varias
apariciones de secuencias que tienen el motivo PxxP. Por ejemplo, la secuencia PGPP aparece no menos de quince
veces, como se ilustra en la Figura 3. Por tanto, esta secuencia descrita también se denomina como una
REPLIKINE™. Preferentemente, esta secuencia esta presente en miultiples proteinas de la EMC (por ejemplo, todos
los colagenos, elastina, laminina, etc.) ya que la presencia de la secuencia de multiples proteinas de la ECM
aumentan la posibilidad de que el fragmento puede ser capaz de estimular la sintesis o la reparaciéon de la ECM. Las
quince secuencias PGPP que aparecen en el colageno IV listado anteriormente se destacaron y subrayaron en la
secuencia del colageno IV humano ilustrada en la Figura 3.

Ejemplo 2: Identificaciéon de las secuencias activas en el cambio de marco

Ademas de la proporcion relativamente elevada de las secuencias repetidas del tetrapéptido en el colageno 1V que
tienen el motivo GxxG, se han identificado otras secuencias de tetrapéptidos aparecen a la distancia de un cambio
de marco desde las secuencias de tetrapéptidos GxxG o PxxP. Estas secuencias pueden repetirse o aparecer
solamente una vez en una proteina de la ECM y pueden estar situadas a una posicion de aminodcido lejos de una
cualquiera de las secuencias de tetrapéptidos GxxG o PxxP tal como se describe en el presente documento. Estas
secuencias de tetrapéptidos s denominan como secuencias activas en el cambio de marco. Dichas secuencias
activas en el cambio de marco pueden incluir, de acuerdo con ello, una G o una P en cualquiera de la segunda o
tercera posicién dependiendo de la direccion de cambio de marco. Se ha reconocido ademas que las secuencias
activas en el cambio de marco se pueden combinar con otras secuencias de tetrapéptidos descritas en esta
solicitud, formando una combiquina. Un ejemplo de dicha combiquina es H06 y H15.

Un ejemplo de una secuencia activa en el cambio de merco es GAGP o H12 (SEC ID N%: 6). H12 (GAGP) aparece
un resto (0 marco) cambiado a partir del tetrapéptido GxxG GGAG en el Colageno Ill (SEC ID N%: 46) como se ilustra
en la Figura 2. En esta figura, todas las secuencias activas en el cambio de marco estan en negrita y subrayadas y
las secuencias GxxG que se producen un cambio de marco mas lejos tienen un subrayado doble. Ademas, como se
muestra en la Tabla 5, este tetrapéptido (GAGP) consigue buenos resultados para la produccion de colageno a 48
horas. Otro ejemplo es la secuencia PGPR, que es H10 (SEC ID N2: 4) que aparece once veces en los Colagenos I-
IV. Como aparece multiples veces en una proteina ECM individual, este tetrapéptido se consideraria ademas una
REPLIKINE. La Figura 2 (SEC ID N 46) ilustra varias apariciones de este tetrapéptido con cada aparicién un
desplazamiento de marco desde el tetrapéptido GxxG GPRG. Esta secuencia particular de marco mdltiples proteinas
de la ECM aumentan la posibilidad de que el fragmento puede ser capaz de estimular la sintesis o la reparacion de
la ECM.

Ejemplo 3: Identificacion de secuencias repetidas que estimulan la produccién de colageno

Varias secuencias identificadas en los Ejemplos 1 y 2 se sintetizaron usando quimica convencional de péptidos y se
sometieron a ensayo para estimular los fibroblastos cutaneos. Los péptidos sintetizados se amidaron en el extremo
C, que convirtié los tetrapéptidos en menos susceptible a la degradacion mediante proteasas y aumentar la
solubilidad e comparacion con las formas de &cido libre. Los fibroblastos cutaneos humanos se incubaron en placas
de 96 pocillos a 37 "C y COz al 5% durante 24 y 48 horas en 150 pyl de medio de cultivo completo (Cascade
Biologics, Portland, OR; N° de Cat. M-106-500), suplementado con suplemento de bajo contenido de suero
(Cascade Biologics, Portland, OR; N° de Cat. S-003-10) que contenia péptidos muestra a una concentracion final de
péptido de 50 pug/ml. Cada pocillo se sembr6é con 10.000 células. Tras la incubacion, se recuperaron muestras de
medio de 100 pl de cada pocillo y se analizaron para determinar la produccion de colageno.

Los ensayos se realizaron por Tebu-bio Laboratories (France) usando el kit de ensayo de colageno SIRCOL™
Collagen Assay Kit (Biocolor Assays, UK) siguiendo el protocolo del fabricante. El ensayo de colageno SIRCOL™ es
un método cuantitativo de unién a colorante designado para el andlisis de colagenos solubles liberados en el medio
de cultivo por las células de mamiferos durante el cultivo in vitro. El colageno de las muestras ensayadas se une al
colorante aniénico SIRCOL™. Los complejos de colageno-colorante precipitan de la solucion se aglomeran
mediante centrifugacién. El aglomerado de colageno-colorante recuperado se disolvié en una solucién alcalina antes
de realizar las mediciones de la absorbancia. Se tomaron mediciones por duplicado a las 24 y 48 horas desde las
dos muestras separadas. Se promediaron las cuatro mediciones de cada muestra. La absorbancia de los blancos de
reactivos, patrones de colageno, y las muestras se midieron a 560 nm. La absorbancia del blanco de reactivo se
restd de la absorbancia de cada muestra a las 24 y 48 horas.

Dos conjuntos de datos independientes se utilizaron para generar dos curvas de calibracion de patron de calibracion.
La primera curva de calibracién se generé con fines de calcular la cantidad de colageno en las muestras H6
(combinacién de las SEC ID N®: 1-4), H7-H14 (SEC ID N®: 1-8, respectivamente) y H15 (combinacién de la SEC ID
N¢: 5-8). La segunda curva de calibracion se generd para calcular la cantidad de colageno en las muestras H16
(combinacion de la SEC ID N2 9), H21-23 (SEC ID N2 10-12, respectivamente), H25-26 (SEC ID N%: 13-14,
respectivamente), o H29-30 (SEC ID N 15-16, respectivamente), H32 (SEC ID N2%: 17), H33 (combinacion de las
SEC ID N2 9-12), H34 (combinacion de las SEC ID N2 11-14), H35 (combinacién de las SEC ID N°: 13-16), H36
(combinacién de las SEC ID N°%: 1, 6, 5, 8), H37 (SEC ID N°: 17) y H38 (SEC ID N®: 8) a partir de las mediciones de
absorbancia se cre6 representando graficamente la Absseonm de los patrones de coldgeno conocidos comparado con
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las respectivas concentraciones de los patrones de colageno (en microgramos) cada momento de una serie de
ensayos. Con respecto a cada conjunto de datos, se utilizé la misma curva de calibracion para las muestras tomadas
a las 24 y 48 horas (Tablas 2A y 2B). De acuerdo con ello, se prepararon diferentes curvas patréon inmediatamente
antes de realizar cada serie de ensayos.

Tabla 2A: Curva de calibracion para ensayar la produccion de colageno mediante los péptidos H6-H15

Patrones de colageno (ug) Ensayo dZ4Ar516° nm @ las Ensayo de Aseo nm a las 48 h
0 0,00 0,00
5 0,08 0,10
10 0,11 0,15
25 0,32 0,35
50 0,66 0,65

Tabla 28: Curva de calibracion para ensayar la produccion de colageno mediante los péptidos H16, H21-23,
H25-26, y H29-38

Patrones de colageno (ug) Fecha 1 del ensayo de Asso nm Fecha 2 del ensayo de A560 nm
0 0,00 0,00
5 0,12 0,09
10 0,14 0,15
25 0,48 0,42
50 0,88 0,80

Se llevd a cabo una regresion lineal representando graficamente los valores de la Absssonm versus las
concentraciones de los respectivos patrones de colageno usando MICROSOFT EXCEL™. La regresién dio como
resultado lineas descritas por la féormula y = 0,013x para ambos tiempos de incubacién indicados en la Tabla 2A.
Como los resultados fueron idénticos, solamente se utilizé el periodo de 24 horas para la segunda serie de curvas de
calibracion. La férmula de la linea obtenida en la fecha 1 del ensayo y en la fecha 2 del ensayo de la segunda serie
de muestra fue y = 0,0178x e y = 0,0162x, respectivamente. El péptido LL-37 (SEC ID N°: 18) se utilizd como control
positivo, ya que se habia notificado ampliamente que tenia cierto impacto sobre la cicatrizacion de heridas en el
hombre (Heilbom et al., The Cathelicidin Anti-Microbial Peptide LL-37 Is Involved In The Re-Epithelialization Of
Human Skin Wounds And Is Lacking In Chronic Ulcer Epithelium, J. Invest. Dermato. 120:379-89 (2003)). El limite de
deteccion del ensayo definido por el fabricante es 2,5 pg.

La cantidad total de colageno producido en las muestras que contenian péptidos se calcul6 a partir de los valores de
absorbancia promedio tomados a las 24 horas (Tabla 3A) y 48 horas (Tabla 38) usando la ecuacién lineal derivada
de la curva patrén. La cantidad total de colageno producido en muestras que contenian los péptidos H16 (SEC ID
Ne: 9), H21-23 (SEC ID N2 10-12, respectivamente), H25-26 (SEC ID N°: 13-14, respectivamente), o H29-30 (SEC
ID N°: 15-16, respectivamente), H32 (SEC ID N%: 17), H33 (combinacién de las SEC ID N2%: 9-12), H34 (combinacién
de las SEC ID N2: 11-14), H35 (combinacion de las SEC ID N°: 13-16), H36 (combinacion de las SEC ID N%: 1, 6, 5,
8), H37 (SEC ID N2: 17) y H38 (SEC ID N?: 8) se calcul6 a partir de los valores de la absorbancia tomados a las 24
horas (Tabla 4A) y 48 horas (Tabla 48) usando la ecuacion lineal derivada de la curva patrdn. Estos valores se
compararon con el péptido LL37 (SEC ID N2: 18), un péptido conocido por estimular el colageno. En cada tabla, la
muestras marcadas con un asterisco (*) pueden no ser significativas, ya que el limite de deteccion del ensayo es
2,5 ug.

Tabla 3A: Mediciones de la absorbancia y cuantificacion del colageno en las muestras de ensayo H6-H15 a

las 24 horas.
SEC ID N¢ Péptidos A560nm Promedio Promgggcrgenos Colageno (ug)
18 LL37 0,102 0,136 0,12 0,04 3,0
- H6 0,084 0,140 0,11 0,03 2,5
1 H7 0,098 0,063 0,08 0,00 0,0*
2 H8 0,122 0,078 0,10 0,02 15"
3 H9 0,147 0,104 0,13 0,05 35
4 H10 0,103 0,146 0,12 0,04 3,4
5 H11 0,110 0,168 0,14 0,06 45
6 H12 0,063 0,101 0,08 0,00 0,2*
7 H13 0,114 0,093 0,10 0,02 1,8*
8 H14 0,115 0,122 0,12 0,04 3,0
- H15 0,132 0,093 0,11 0,03 25
; Blanco 0,074 0,076 0,08 0,00 0,0
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Tabla 3B: Mediciones de la absorbancia y cuantificacion del colageno en las muestras de ensayo H6-H15 a

las 48 horas.
SECIDN® |  Péptidos A560nM Promedio Promgggc’ge”“ Colageno (ug)
18 137 0.262 0.113 0.19 0.07 5.2
- H6 0.086 0.189 0.14 0.02 13"
i H7 0.192 0.189 0.19 0.07 5,4
2 H8 0.137 0.126 0.13 0.01 0.9°
3 HO 0.117 0.061 0.09 0.00 0.0°
4 H10 0.136 0.085 0.11 0.00 0.0°
5 K 0.113 0.181 0.15 0.03 21"
6 H12 0.106 0.231 0.17 0.05 3.7
7 H13 0.100 0.145 0.12 0.00 0.2°
8 H14 0.132 0.176 0.15 0.03 2,6
- H15 0.177 0.174 0.18 0.06 4,3
- Blanco 0.120 0.115 0.12 0.00 0.0

Tabla 4A: Mediciones de la absorbancia y cuantificacion del colageno en las muestras de ensayo H16, H21-
23, H25-26, o H29-38 a las 24 horas.

SEC ID Ne Péptidos A560nm Promedio Promgggcrgenos Colageno (ug)
9 H16 0.133 0.137 0.14 0.06 3.1
10 H21 0.129 0.119 0.12 0.04 2.5
11 Ho22 0.192 0.085 0.14 0.06 3.3
12 H23 0.090 0.073 0.08 0.00 0.1°
13 H25 0.129 0.076 0.10 0.02 1.3°
14 H26 0.114 0.149 0.13 0.05 2,9
15 H29 0.111 0.063 0.09 0.01 0.4°
16 H30 0.099 0.092 0.10 0.02 0.9°

H32 (cristales y N
17 s aad 0,087 0,055 0,07 20,01 05
- H33 0.086 0.125 011 0.03 T4
- H34 0.117 0.120 0.12 0.04 2.0
- H35 0.103 0.090 0.10 0.02 0.9°
- H36 0.105 0.128 0.12 0.04 21"
17 H37 0.099 0.100 0.10 0.02 KE
8 H38 0.103 0.159 0.13 0.05 2.9
- Blanco 0.072 0.086 0.08 0.00 0.0

Tabla 4B: Mediciones de la absorbancia y cuantificacion del colageno en las muestras de ensayo H16, H21-
23, H25-26, o H29-38 a las 48 horas.

SEC ID N® Péptidos A560nm Promedio P'“ggg;ge”os Colageno (ug)
9 H16 0,065 0,064 0,06 0,00 0,3
10 H21 0,089 0,126 0,11 0,05 2,9
11 H22 0,102 0,087 0,09 0,03 2,1
12 H23 0,093 0,082 0,09 0,03 1,7
13 H25 0,059 0,084 0,07 0,01 0,7°
14 H26 0,081 0,153 0,12 0,06 3,5
15 H29 0,086 0,094 0,09 0,03 1,9°
16 H30 0,083 0,101 0,09 0,03 2,0
17 H32 (cristales y 0,088 0,072 0,08 0,02 1,0¢

toxicidad celular)
- H33 0,096 0,092 0,09 0,03 2,1"
- H34 0,076 0,155 0,12 0,06 34
- H35 0,120 0,074 0,10 0,04 2,3
- H36 0,154 0,082 0,12 0,06 3,6
17 H37 0,078 0,114 0,10 0,04 2,2
8 H38 0,123 0,089 0,11 0,05 2,8
- Blanco 0,106 0,0106 0,06 0,00 0,0
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Como el tamafo de las muestras era de 100 pl, la concentracién del colageno producido en cada muestra en
microgramos por mililitros se determind multiplicando la cantidad de coldgeno detectada por diez.. Los resultados de
las muestras ensayadas se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: Sintesis de colageno inducida por péptidos

Colageno producido (ug)
SEC ID N2 | Nombre Secuencia primaria [Péptido] (ug/ml). 24 h 48 h
1 HO07 |PEGP 50 0 54
2 HO08 |[GFPG 50 15 9
3 H09 |GSPG 50 35 0
4 H10 [PGPR 50 34 0
- HO06 |H7, H8, H9, H10 (SEC ID N%: 1,2, 3, 4) 50 25 13
5 H11 |GEPG 50 45 21
6 H12 |GAGP 50 2 37
7 H13 |GPPG 50 18 2
8 H14 |GEKG 50 30 26
8 H38 |GEKG 0,3 29 28
- H15 |H11, H12, H13, H14 (SECID N% 5, 6, 7, 8) 50 25 43
9 H16 [PEKP 50 31 3
10 H21 |PKGP 50 25 29
11 H22 |PGQP 50 33 21
12 H23 [PGTP 50 1 17
13 H25 [PMGP 50 13 7
14 H26 |PGPP 50 29 35
15 H29 |PQGP 50 4 19
16 H30 [PGNP 50 9 20
17 H32 |KTTKS (péptido SEDERMA™ ) 50 na 12
17 H37 |KTTKS (péptido SEDERMA™ ) 0,3 11 22
- H33 |H16, H21, H22, H23 (SEC ID N%: 9, 10, 11,12) 50 14 21
- H34 |H22, H23, H25, H26 (SEC ID N2 11, 12, 13,14) 50 22 34
- H35 |[H25, H26, H29, H30 (SEC ID N%: 13, 14, 15,16) 50 9 23
- H36 |[H7,H12, H11, H14 (SECID N®: 1, 6, 5,8) 50 21 36
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRID
18 LL37 FLRNLVPRTES 50 30 52

Todos los tetrapéptidos ensayados estimularon la produccién de colageno soluble. De las secuencias ensayadas,
los tetrapéptidos GxxG con un acido glutamico en la posicion 2 estimularon mejor el colageno en ambos puntos
temporales a 24 y 48 horas. Estas secuencias son H11 (GEPG; SEC ID N¢ 5), H14 (GEKG; SEC ID N°: 8) y H38
(GEKG; SEC ID N2 8). Los péptidos se cribaron inicialmente usando una concentraciéon de péptido de 50 pg/mi.
Para vigilar la concentracion eficaz para estimular la produccién de colageno, también se someti6é a ensayo la H14
(SEC ID N®: 8) a 0,3 pg/ml como H38. Como se muestra en la Tabla 5, la estimulacion de colageno inducida por H38
no disminuyé a la concentracion mas baja, lo que indica que la concentracién estimuladora maxima de la SEC ID N¢:
8 se encuentra en un valor igual o inferior a 0,3 pg/ml.

Para ensayar su eficacia, la SEC ID N°: 8 (H14 y H38) se comparé con el péptido LL37, (SEC ID N2: 18) conocido
por estimular la produccién de colageno. Basandose en la cantidad de colageno liberado por los fibroblastos en
respuesta a LL37, se considerd que 25 ug/ml era una cantidad significativa de colageno liberado debido al contacto
con el tetrapéptido. La SEC ID N°: 8 indujo aproximadamente la misma cantidad de colageno que LL37 (SEC ID N¢:
18) a las 24 horas. De forma importante, el colageno producido como resultado del contacto con la SEC ID N®: 8 se
mantuvo sustancialmente durante al menos 48 horas. La SEC ID N2 8 también se compar6 con un péptido que
conduce al cuidado de la piel conocido por estimular la produccién de colageno, KTTKS (SEC ID N%: 17) (Katayama
et. al, J. BIOL. CHEM. 288:9941-9944 (1983)). KTTKS es un ingrediente del producto MATRIXYL™ (SEDERMA
SAS, Francia). La SEC ID N 8 estimulé mayor produccion de colageno que el péptido KTTKS (SEC ID N2 17)
(Tabla 5) a 24 y 48 horas.

Ejemplo 4: Identificacién de combinaciones de péptidos gue potencian sinérgicamente la estimulacién del colageno -
COMBIKINES

Las poblaciones heterogéneas de tetrapéptidos activos pueden estimular la produccién de colageno a mayor nivel
que las muestras homogéneas de tetrapéptidos. Los componentes de la composicion heterogénea se denominas
COMBIKINES™. COMBIKINES son un grupo de REPLIKINES combinado para producir un efecto mayor o mas
amplio sobre uno o mas tipos de células diana. Los péptidos H11 (SEC ID N%: 5), H12 (SEC ID N¢: 6), H13 (SEC ID
Ne¢: 7), y H14 (SEC ID N¢: 8) se combinaron a una concentracién final de 50 pg/ml y se sometieron a ensayo usando

10



10

15

20

25

30

35

ES 2545219713

el mismo protocolo que para los péptidos individuales. Como era de esperar, el resultado obtenido en el punto
temporal de 24 horas igualé el promedio de las puntuaciones de induccién individuales. La combinacion de los
péptidos a las 48 horas, sin embargo, indujo el colageno a un nivel de 43 pg/ml. Sorprendentemente, esta cantidad
era mucho mayor del promedio previsto (21 pg/ml) de los cuatro péptidos individuales (véase la Tabla 5). De esta
manera, combinaciones especificas de péptidos pueden estimular la produccién de colageno a un grado mayor que
los péptidos individuales a la misma concentracién. Ademas, los tetrapéptidos procedentes de varias fuentes de
ECM tales como colageno, laminina, y elastina pueden producir una induccién potenciada de varias proteinas de la
ECM (véanse las Tablas 1y 5).

Ejemplo 5: Fabricacién econémica de COMBIKINE para potenciar |a estimulacién de la produccion de colageno

El elevado coste de la sintesis de péptidos limita la factibilidad de producir composiciones heterogéneas de péptidos
bioactivos. La presente invencién mitiga en gran medida esta limitacion. Puesto que las secuencias descritas en el
presente documento tienen una parte comun (por ejemplo, una glicina o una prolina en ambos extremos), se puede
sintetizar una gama de tetrapéptidos con variaciones en las posiciones 2 y 3 en un Unico ciclo de fabricacion. Los
péptidos sintéticos se pueden fabricar mediante cualquier método conocido en la técnica. (Benoiton, N., Chemistry of
Peptide Synthesis, CRC (2005)). Durante la fabricacién de los péptidos, se afaden los aminoacidos y las mezclas en
lugar de las muestras homogéneas. La quimica para determinar las proporciones correctas de las concentraciones
de aminoacidos afadidas en las composiciones mixtas para obtener la relacion de péptidos resultantes deseada se
ha descrito anteriormente (Greenbaum et al., Molecular and Cellular Proteomics 1:60-68, 2002; Krstenansky et al.,
Letters in Drug Design and Discovery 1:6-13, 2004). Con esta metodologia, se puede fabricar una biblioteca de
péptidos heterogéneos con practicamente el mismo coste que para sintetizar un péptido.

La aplicacion de este proceso de fabricacién permite una produccion econémica de combiquinas bioactivas. Esto se
posibilita mediante la composicion Unica de los tetrapéptidos descritos. Las mezclas de tetrapéptidos estdn mas
adecuadas para su incorporacion a formulaciones de uso tépico que los péptidos mas largos. Debido a su longitud,
los tetrapéptidos tienen ventajas practicas y quimicas sobre los péptidos mas largos, incluyendo las siguientes:
incorporacion y disolucion mas sencillas en las formulaciones, mayor permeabilidad en la piel y en los poros, y
mayores rendimientos de produccién con métodos mas sencillos para fabricar combinaciones de péptidos. Aunque
no se requiere, las formulaciones ideales de tetrapéptidos, por separado o en combinacién, son formulaciones que
mantienen una produccién de colageno significativa desde 24 horas hasta las 48 horas. Mas preferentemente, las
formulaciones inducirian la sintesis de ECM durante el periodo completo de 48 horas, de forma que se produce mas
colageno a las 48 horas que a las 24 horas. Aunque dentro del alcance de la presente invencion, los tetrapéptidos
que estimulan la produccién de las proteinas de la ECM a las 24 horas, pero muestran una disminucién de la
produccion a las 48 horas, estdn menos favorecidos. En este sentido, la Tabla 6 muestra los resultados de los
péptidos descritos en el presente documento. Los péptidos preferidos se muestran en negrita.

Tabla 6: Péptidos descritos

Colageno Colageno ' Lipferagién A'ument.q enla Dislminuc'ig’m enla
SE'\(I)OID Péptidos liberado (ug/ml) | liberado (ug/mi) S|gn|f|cat|va de Ilpera0|on de Ilpera0|on de
0 24 h 48 h colageno a 24 h y|colageno a las 48 |colageno a las 48
48 h hv.24 h hv.
18 LL37 30 52 N N
- H6 25 13
1 H7 0 54 N
2 H8 15 9
3 H9 35 0 v
4 H10 34 0 v
5 H11 45 21 N
6 H12 2 37 N
7 H13 18 2
8 H14 30 26 N
8 H38 29 28 N
- H15 25 43 N N
9 H16 31 3 v
10 H21 25 29 N
11 H22 33 21 N
12 H23 1 17 N
13 H25 13 7 N
14 H26 29 35 N
15 H29 4 19 N
16 H30 9 20 N
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H32 (cristales y

17 toxicidad NA 12

celular)

17 H37 11 22 N
- H33 14 21 N
- H34 22 34 N
- H35 9 23 N
- H36 21 36 N

Ejemplo 6: Los estimuladores del coldgeno también sirven como moléculas multiefectoras que potencian el cierre de
heridas de las células epiteliales cutaneas

Los colagenos son componentes clave de todas las fase de la cicatrizacion de heridas. El estimulo de la produccion
de colageno refleja que se han producido dafios en la red del colageno (por ejemplo, mediante enzimas o por
destruccion fisica). De hecho, el colapso total de la red de colageno ocasiona, de hecho, que se produzca la
cicatrizacion. Por tanto, un estimulador del colageno también puede servir como molécula multiefectora que orquesta
determinada remodelacion de la matriz y potencia la cicatrizacion de heridas.

Se llevaron a cabo experimentos de cicatrizacién de heridas sobre monocapas de células epiteliales cutaneas (CRL-
2592) sembradas en placas de 12 pocillos. Las células se privaron de suero durante 24 horas antes de la
experimentacion. Las monocapas confluentes de CRL-2592 se dafiaron con una punta de pipeta (200 pl). Las
heridas se lavaron y se documentaron mediante imagenes antes del tratamiento con péptido. Los péptidos se
anadieron a una concentracion final de 20 a 40 pg/ml. Las células se mantuvieron en una incubadora a 37 °C, 5 %
de CO2 y humedad del 92 %, excepto cuando se tomaron las imagenes, durante un periodo de tiempo corto a
temperatura ambiente. El cierre de las heridas se siguié a puntos temporales de 6 horas y 10 horas. Las heridas
tratadas con PBS se utilizaron como controles negativos a fines de comparacion.

Tabla 7: Efecto de los péptidos sobre el cierre de heridas epiteliales cutaneas in vitro
0h 6 h 10 h

Compuesto Tamafo H* | TamafioH % cierre | TamafioH % cierre
PBS-1 36 29 | 19,40 % 21 41,70 %
PBS-2 52 42 19,20 % 30 | 42,30 %
SEC ID N°: 14 25 12 | 52 % 2,75 89 %

SEC ID N%: 5 48 39 19 % 30 | 3750%

* Tamano H: tamafo de la herida (arbitraria)

El cierre de heridas de monocapas in vitro es resultado de la migraciéon celular, que es importante en muchos
procesos bioldgicos tales como la embriogénesis, angiogénesis, reacciones inflamatorias y reparacién de heridas.
Se cree que estos procesos estan regulados por interacciones con otras células, citoquinas y proteinas de la ECM.
Como se muestra en la Tabla 7, SEC ID N: 14 induce significativamente el cierre de heridas en comparacién con los
efectos del PBS solo. Dicha actividad es especifica del péptido asi como especifica del tipo de célula ya que la SEC
ID N 14 no induce el cierre de heridas e la monocapa de fibroblastos de la piel humana (no se muestran los datos).
La SEC ID N2 5 es también un inductor de colageno, pero no potencia la cicatrizacién de heridas o la migracion del
epitelio celular en ninguna extension, comparado con los efectos del PBS solo. El hecho de que la SEC ID N°: 14
induzca la migracién celular o el cierre de heridas de una forma especifica de las células epiteliales cutaneas (es
decir, es decir, no recluta fibroblastos) puede afiadir una ventaja al uso de este péptido para el cuidado de la piel, ya
que se cree que el alistamiento de grandes cantidades de fibroblastos activos hacia el sitio de una herida da como
resultado una deposicion excesiva y una contraccion del tejido que da como resultado una cicatriz.

LISTA DE SECUENCIAS
<110> Harris, Scott M. Falla, Timothy J. Zhang, Lijuan

<120> FRAGMENTOS DE PEPTIDO PARA INDUCIR LA SINTESIS DE LAS PROTEINAS DE LA MATRIZ
EXTRACELULAR

<130> 11181.0034.NPUS00

<150> US 60/813.284
<151> 13-06-2006

<160> 46

<170> PatentIn versién 3.4
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<210> 1
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético H7

<400> 1

<210>2
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético H8

<400> 2

<210> 3
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético H9

<400> 3

<210> 4
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético H10

<400> 4

<210>5
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético H11

<400> 5

<210>6
<211>4

ES 2545219713

Pro Glu Gly Pro
1

Gly Fhe Pro Gly
1

Gly Ser Pro Gly
1

Pro Gly Pro Arg
1

Gly Glu Pro Gly
1
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60

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético H12

<400> 6

<210>7
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético H13

<400>7

<210>8
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético H14

<400> 8

<210>9
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético H16

<400>9

<210> 10
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético H21

<400> 10

<210> 11
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético H22

<400> 11

ES 2545219713

Gly Ala Gly Pro

1

Gly Pro Pro Gly

1

Gly Glu Lys Gly

1

Pro Glu Lys Pro

1

Pro Lys Gly Pro

1
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<210> 12
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético H23

<400> 12

<210> 13
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético H25

<400> 13

<210> 14
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético H26

<400> 14

<210> 15
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético H29

<400> 15

<210> 16

<211>4

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Péptido sintético H30

<400> 16

ES 2545219713

Pro Gly Gln Pro
1

Pro Gly Thr Pro
1

Pro Met Gly Pro
1

Pro Gly Pro Pro
1

Pro Gln Gly Pro
1

Pro Gly Asn Pro
1
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<210> 17
<211>5
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético H32

<400> 17

<210> 18
<211> 36
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido LL37

<400> 18

ES 2545219713

Lys Thr Thr Lys Ser
1 5

Leu Leu Gly Asp Phe Phe Arg Lys Ser Lys Glu Lys Ile Gly Lys Glu
1. 5 10 15

Phe Lys Arg Ile Val Gln Arg Ile Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val Pro

25

30

35

40

45

20

Arg Thr Glu Ser
35

<210> 19
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 19

<210> 20
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 20

<210> 21
<211>4
<212> PRT

25 30

Gly Ala Ala Gly
1

Gly Ala Lys Gly
1
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<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 21

<210> 22
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

<223> Péptido sintético
<400> 22

<210> 23
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 23

<210> 24
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 24

<210> 25
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 25

ES 2545219713

Gly Ala Pro Gly
1

Gly Asp Lys Gly
1

Gly Asp Arg Gly
1

Gly Glu Arg Gly
1

Gly Ile Pro Gly
1
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<210> 26
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 26

<210> 27
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 27

<210> 28
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 28

<210> 29
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 29

<210> 30

<211>4

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 30

ES 2545219713

Gly Lys Asp Gly

1

Gly Lys Pro Gly
1

Gly Leu Lys Gly
1

Gly Leu Pro Gly
1
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<210> 31
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> Péptido sintético
<400> 31

<210> 32
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> Péptido sintético
<400> 32

<210> 33
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> Péptido sintético
<400> 33

<210> 34
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

<223> Péptido sintético
<400> 34

<210> 35
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 35

ES 2545219713

Gly Asn Pro Gly
1

Gly Pro Ala Gly
1

Gly Pro Lys Gly
1

Gly Pro Gln Gly
1

Gly Pro Arg Gly
1
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<210> 36
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 36

<210> 37
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 37

<210> 38
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 38

<210> 39
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 39

<210> 40
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 40

ES 2545219713

Gly Pro Ser Gly
1 :

Gly Pro Thr Gly
1

Gly Pro Val Gly
1

Gly Gln Pro Gly
1

Gly Arg Asp Gly
1
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<210> 41
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 41

<210> 42
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 42

<210> 43
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 43

<210> 44
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 44

<210> 45

<211> 1669

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

ES 2545219713

Gly Arg Pro Gly
1

Gly Thr Pro Gly
1

Gly Val Lys Gly
1

Gly Val Pro Gly
1

Gly Tyr Pro Gly
1
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Met

Leu

Gly

Gly

Met

65

Thr

Gly

Gln

Lys

Gly

145

Glu

Phe

Gln

Gly

Gln
225

Gly

Leu

Ser

Glu

50

Gln

Gly

Ala

Asp

Gly

130

Asn

Ile

Pro

Gly

Pro

210

Gly

Val

Pro

His

Gly

35

Arg

Gly

Glu

Ser

Gly

115

Glu

Pro

Leu

Gly

Pro

135

Pro

Pro

Pro

Arg

Glu

20

Cys

Gly

Pro

Pro

Gly

100

Pro

Arg

Gly

Gly

Ile

180

Val

Gly

Lys

Gly

Leu

Glu

Gly

Leu

Glu

Gly

85

Tyr

Pro

Gly

Pro

His

165

Pro

Gly

Pro

Gly

Gln
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Ser

His

Lys

Pro

Gly

70

Leu

Pro

Gly

Pro

Pro

150

Val

Gly

Fro

Pro

Asp

230

Ala

Val

Ser

Cys

Gly

55

Pro

Pro

Gly

Pro

Leu

135

Gly

Pro

Thr

Pro

Gly

215

Lys

Gln

Trp

Arg

Asp

40

Leu

Gln

Gly

Asn

Pro

120

Gly

Leu

Gly

Pro

Gly

200

Glu

Gly

Val

22

Leun

Ala

25

Cys

Gln

Gly

Thr

Pro

105

Gly

Pro

Pro

Met

Gly

185

Fhe

Lys

Asp

Gln

Leu

10

Ala

His

Gly

Pro

Lys

20

Gly

Ile

Pro

Gly

Leu

170

Pro

Thr

Gly

Gln

Glu

Leu

Ala

Gly

Val

Pro

75

Gly

Leu

Pro

Met

155

Leu

Pro

Gly

Gln

Gly

235

Lys

Leu

Lys

Val

Ile

60

Gly

Thr

Pro

Gly

Leu

140

Lys

Lys

Gly

Pro

Met

220

Val

Pro
Gly
Lys
45

Gly
Gln
Arg
Gly
Cys
125
Pro
Gly
Gly
Leu
Pro
205
Gly

Ser

Asp

Ala

Gly

30

Gly

FPhe

Lys

Gly

Ile

110

Asn

Gly

Asp

Glu

Pro

190

Gly

Leu

Gly

Phe

Ala

15

Cys

Gln

Pro

Gly

Pro

95

Pro

Gly

Fhe

Pro

Arg

175

Gly

Pro

Ser

Pro

Ala

Leu

Ala

Lys

Gly

Asp

80

Pro

Gly

Thr

Ala

Gly

160

Gly

Leu

Pro

Phe

Pro

240

Thr



Lys

Gly

Pro

Gly

305

Glu

Thr

Gly

Gln

Gly

igs

Thr

Gly

Glu

Gly

Glu

465

Pro

Lys

Gly

Glu

asp

545

Pro

Gly

Gly

Val

Gly

2390

Glu

Lys

Gly

Pro

Pro

370

Phe

Ser

Ser

Cys

Gln

450

Ser

Gln

Gly

Pro

Pro

530

Pro

Gly

Zer

Glu

Gly

275

Lys

Pro

Gly

Pro

Arg

3155

Gly

Pro

Leu

Pro

Gln

435

Fro

Cys

Gly

Asp

Gln

515

Gly

Gly

Arg

Val

Lys

260

Glu

Asp

Gly

Glu

Leu

340

Gly

Pro

Gly

Pro

Gly

420

Pro

Gly

Leu

Pro

Arg

500

Gly

Glu

Phe

Asp

Gly
580

245

Gly

Lys

Gly

Tyr

Ala

325

Gly

Glu

Pro

Glu

Gly

405

Pro

Gly

Phe

Ile

Fro

485

Gly

Thr

Phe

Pro

Gly

565

Leu
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Gln

Gly

Asp

Pro

310

Gly

Glu

Prao

Gly

Arg

390

Pro

Pra

Pro

Ile

Cys

470

Gly

Leu

Pro

Tyr

Gly

550

His

Lys

Lys

Glu

Lys

295

Gly

Pro

Lys

Gly

Leu

375

Gly

Ser

Gly

Pro

Gly

455

Asp

Glu

Pro

Gly

Fhe

535

Gln

Fro

Gly

Gly

FPro

280

Gly

Leu

Pro

Gly

Pro

360

Pro

Glu

Gly

Gln

Gly

440

Glu

Ile

Ile

Gly

Leu

520

Asp

Fro

Gly

Glu

23

Glu

265

Gly

Glu

Ile

Gly

Glu

345

Lys

Val

Lys

Arg

Pro

425

Bsp

Ile

Asp

Gly

Arg

505

Ile

Leu

Gly

Leu

Arg
385

250

Pro

Lys

Lys

Gly

Pro

330

Arg

Gly

Pro

Gly

Asp

410

Gly

Gln

Gly

Gly

Gly

Fro

Gly

Arg

315

Pro

Gly

Phe

Gly

Asp

395

Gly

Tvr

Gly

Glu

Tyr

T 475

Phe

490

Asp

Gly

Arg

Met

Pro

570

Gly

EPro

Gly

Gln

Leu

Pro

555

Gly

Fro

Fhe

Gly

Ser

3og

Gin

Gly

Tyr

Fro

Gln

3s80

Arg

Leu

Thr

Fro

Lys

460

Arg

Gly

Val

Fro

Lys

540

Gly

Fro

FPro

Gln

Pro

285

Fro

Gly

Ile

Pro

Gly

365

Ala

Gly

Pro

Asn

Pra

445

Gly

Gly

Gln

Ala

Gly

525

Gly

Arg

Lys

Gly

Gly

270

Arqg

Gly

Pro

val

Gly

350

Leu

Gly

Fhe

Gly

Gly

430

Gly

Gln

Pro

Pro

Gly

51Q

Ala

Asp

Ala

Gly

Gly
590

255

Met
Gly
Phe
Gln
Ile
335
Thr
Pro
Bla
Fro
Pro
415
Ile
Ile
Lys
Pro
Gly
495
Val
Lys
Lys
Gly
Ser

575

Val

Pro

Lys

Pro

Gly

320

Gly

Pro

Gly

Pro

Gly

400

Pro

Val

FPro

Gly

Gly

4820

Ala

Pro

Gly

Gly

Ser

560

Pra

Gly



Phe

Gly

Gly

625

Ile

Pro

Gly

Ile

Gly

705

Leu

Gly

Thr

His

Gly

785

Il=

Gly

Phe

Gly

Gln

865

Met

Gly

Ser

Jal

Pro

Pro

610

Fro

Val

Gly

Arg

Gly

690

hsp

Pro

Leu

Pro

Gly

770

Ero

Gly

Leuy

Fro

Leu

850

Gln

Gly

Ala

Ser

Gly

Gly

595

Ala

Gly

Pro

Phe

Pro

675

Phe

Met

Gly

Pro

Gly

755

Ala

Pxa

Pro

Ser

Gly

835

Pro

Gly

Val

Pro

Gly

915

Leu

Ser

Gly

Ser

Leu

Pro

660

Gly

Pro

Gly

Asn

Gly

740

Glu

Ile

Gly

Pro

Gly

320

Leu

Gly

Ala

Met

Gly

900

Fro

Pro

Arg

Pro

Fro

Pro

645

Gly

Leu

Gly

Pro

Pro

725

Leu

Lys

Gly

Leu

Gly

805

Pro

Asp

Ile

Fro

Gly

885

Leu

Arg

Gly
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Gly

Ile

Gly

630

Gly

Pro

Pro

Fro

Pro

710

Gly

Lys

Gly

Fro

Pro

780

Ala

Pro

Met

Thr

Gly

870

Thr

Fro

Gly

Lys

Asp

Gly

Bl5

Leu

Pro

Glo

Gly

Thr
]
Asp
Pro
Pro

Gly

Glu

- 680

Pro

695

Gly

val

Gly

Ser

Fro

775

Gly

ATy

Gly

FPro

Gly

855

Ile

Pro

Gly

Asp

Pro

Gly

Thr

Gln

Leu

Ile

760

Gly

Ser

Gly

Ile

Gly

840

Gln

Pro

Gly

Glu

Pro

920

Gly

24

Gly

Lys

Gly

Gly

Asp

665

Lys

Fro

Pro

Gly

Pro

745

Gly

Leu

Val

Pro

Lys

825

Pro

Ser

Gly

Gln

Lys

205

Gly

Ser

Pro

Gly

Pro

ala

650

Arg

Gly

Lys

Gly

Gln

730

Gly

Val

Gln

Gly

Pro

810

Gly

Lys

Gly

Phe

Pro

890

Gly

Leu

Met

Pro

Gln

Lys

635

Glu

Gly

Ala

Gly

Arg

715

Lys

Leu

Fro

Gly

Sexr

795

Gly

Glu

Gly

Leu

Prao

875

Gly

Asp

Lys

Asp

Gly

Ala

620

Gly

Gly

Phe

Val

Val

700

Pxo

Gly

Pro

Gly

Ile

780

Pro

Gly

Lys

ASp

Pro

260

Gly

Ser

His

Gly

Lys

Pro

605

Gly

Glu

Leu

Fro

Gly

685

Asp

Gly

Glu

Gly

Val

765

Arg

Gly

Gln

Gly

Lys

845

Gly

Ser

Pro

Gly

Asp

925

Val

Pro

Phe

Pro

Pro

Gly

670

Gln

Gly

Fhe

Pro

Ile

750

Pro

Gly

Val

Gly

FPhe

B30

Gly

Leu

Lys

Gly

Phe

510

Lys

Asp

Gly

Pro

Gly

Gly

655

Thr

Pro

Leu

Asn

Gly

735

Pro

Gly

Glu

Pro

Pro

815

Pro

Rla

Pro

Gly

Pra

895

Fro

Gly

Met

Tyzr

Gly

Lys

640

Ser

Pro

Gly

Pro

Gly

720

Val

Gly

Glu

Pro

Gly

800

Pro

Gly

Gln

Gly

Glu

880

Val

Gly

Asp

Gly
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930 935 240

Ser Met Lys Gly Gln Lys Gly Asp Gln Gly Glu Lys Gly Gln Ile Gly
945 950 955 : 960

Pro Ile Gly Glu Lys Gly Ser Arg Gly Asp Pro Gly Thr Pro Gly Val
965 970 975

Pro Gly Lys Asp Gly Gln Ala Gly Gln Pro Gly Gln Pro Gly Pro Lys
980 985 990

Gly asp Pro Gly Ile Ser Gly Thr Pro Gly Ala Preo Gly Leu Pro Glj
985 1000 1005

Pro Lys Gly Ser Val Gly Gly Met Gly Leu Pro Gly Thr Pro Gly
1010 1015 1020

Glu Lys Gly Val Pro Gly Ile Pro Gly Pro Gln Gly Ser Pro Gly
1025 . 1030 1035

Leu Pro Gly Asp Lys Gly Ala Lys Gly Glu Lys Gly Gln Ala Gly
1040 1045 1050

Pro Pro Gly Ile Gly Ile Pro Gly Leu Arg Gly Glu Lys Gly asp
1055 1060 1065

Gln Gly Ile Ala Gly Phe Pro Gly Ser Pro Gly Glu Lys Gly Glu
1070 1075 1c80

Lys Gly Ser Ile Gly Ile Pro Gly Met Pro Gly Ser Pro Gly Len
1085 1090 1095

Lys Gly Ser Pro Gly Ser Val Gly Tyr Pro Gly Ser Pro Gly Len
1100 11065 1110

Pro Gly Glu Lys Gly Asp Lys Gly Leu Pro Gly Leu Asp Gly Ile
1115 1120 1125

Pro Gly Val Lys Gly Glu Ala Gly Leu Pro Gly Thr Pro Gly Pro
1120 1135 1140

Thr Gly Pro Ala Gly Glo Lys Gly Glu Pro Gly Sexr Asp Gly Ile
1145 1150 1155 )

Pro Gly Ser Ala Gly Glu Lys Gly Glu Pro Gly Leu Preo Gly Arg
1160 1165 1170

Gly Phe Fro Gly Phe Pro Gly Ala Lys Gly Asp Lys Gly Ser Lys
1175 1180 1185

Gly Glu Val Gly Phe Pro Gly Leu Ala Gly Ser Pro Gly Ile Pro
1190 1195 1200

Gly Ser Lys Gly Glu Gln Gly Phe Met Gly Pro Fro Gly Pre Gln
1205 1210 1215

Gly Gln Pro Gly Leu Pro Gly Ser Pro Gly His Ala Thr Glu Gly
1220 1225 1230

Pro Lys Gly Asp Arg Gly Pro Gln Gly Gln Pro Gly Leu Pro Gly
1235 1244 1245

Len Pro Gly Pro Met Gly Pro Pro Gly Leu Pro Gly Ile Asp Gly
1250 1255 1260

25



Val

Val

Ile

Pro

Leu

Ala

Ile

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

His

Gln

Leu

Thr

Fhe

Iyrx

Ela

Ala

Thr

Ile

Lys
1265

Pro
1280

Gly
1225

Pro
1310

Gln
1325

Lys
1340

Ile
1355

Leu
1370

val
1385

Fhe
1400

Pro
1415

Leu
1430

Gly
1445

Cys
1460

Tyr
1475

Ala
1480

Cys
1503

Ser
1520

Pro
1535

Val
1550

Ile
1565

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Lys

Lys

Thr

Asp

Thr

Pro

Phe

Pro

Val

Gly

Asn

Tyr

Ile

Cys

Gln

Tyr

Asp

Pro

Ser

val

Ile

Leu

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Leu

Ser

Gln

Ser

Ile

Trp

Thr

Glu

Ile

Ser
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Lys

Lys

Pro

Pro

Lys

Pro

Glu

Leu

Leu

Ala

Pro

Ser

Val

Gly

Gly

Cys

Asn

Leu

Gly

Ala

Pro

Phe

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

Gln

Val

Pro

Arg

Met

Thr

Thr

Asn

Leu

Asn

Ser

Glu

Pro

Pro

Val

Asn
12740

Asp
1285

Ile
1300

FPhe
1315

asp
1330

Pro
1345

Gly
1360

Gly
1375

Gly
1390

Gly
1405

Gly
1420

Gly
1435

Arg
1450

Lys
1465

Glu
1480

Arg
1495

Val
1510

Thr
1525

Asn
1540

Ala
1555

Cys
1570

Met

Pro

Pro

Thr

Gln

Gln

Pro

Leu

Leu

Ile

Gln

Phe

Pro

His

Ile

Arg

Lys

Cvs

Pro

Ile

Met

Pro

His

26

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

Pro

Pro

Lys

Fro

Pro

Ser

Leu

ala

Phe

Asn

Glu

Arg

Val

Ser

Thr

Trp

Phe

Ser

Fro

Asp

Pro

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gln

Tyxr

His

Ser

Fhe

Pro

Pro

Met

Gly

Ser

Pro
Gln
Lys
bre
Gln
Fro
Pro
Pro
Pra
Glu
Pro
Thr
Thr
His
Gly
Thr
Ala
Met
Phe
Ala
Trp

Ala

Gly
1278

Gly
12390

Gly
1305

Gly
1320

Gly
1335

Gly
1350

Glu
1365

Lys
1380

Fro
1395

Met
1410

Pro
1425

Fro
1440

Ile
1455

Gly
1470

Gla
1485

Met
1500

Ser
1515

Pro
1530

Ile
1545

Val
1560

Ser
1575

Gly

Ala

Met

Asp

Leu

Val

Fro

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Asp

Tyr

Asp

Fro

Arg

Met

Ser

His

Ser

Ala

Fro

Pro

Met

Pro

Pro

Tyr

Pro

Gln

Ile

Pro

Pro

val

Asp

Ser

Leu

Phe

Asn

Ser

Arg

Ser

Leu

Glu

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Asp

Pro

Gln

Pro

Ala

Asp

Asp

Fro

Leu

Gly

Le=u

Asp

Met

Cy¥ys

Gln

Trp

Gly



10

Ser Gly Gln
Arg Ser Ala
Tyr Tyr Ala
Ser Glu Met

Glu Leu Arg

i580

1595

1610

1625

1640

1655

Thr

<210> 46
<211> 1466
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

Met

His

Ser

Pro

Ile

65

Phe

Arg

Pro

Pro

Pro

145

Lys

Gly

Ser

Met Ser

Pro Thr

His Leu

35

Cys Gln

50

Ile Cys

Gly Glu

Pro Pro

Pro Gly
115

Gly Ser

130

Thr Gly

Ser Gly

Pro Pro

Pro Gly

Phe

Ile

20

Gly

Ile

Asp

Cys

Asn

100

Ile

Pro

Pro

Val

Gly

180

Ser

Ala

Pro

Asn

Phe

Thr

Val

Ile

Gln

Cys

Asp

Cys

85

Gly

Fro

Gly

Gln

Ala

165

Fra

FPra

Leu

Phe

Ala

Lys

His
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Gln

Leu

Ser

Val

Gln

70

Ala

Gln

Gly

Ser

Asn

150

Val

Pro

Gly

Ala

Ile

Tyr

Lys

Val

1585

Ser

1600

Glu

1618

Ser

1630

Pro

1645

Ser

1660

Lys

Ala

Tyr

Cys

Glu

Val

Gly

Arg

Pro

135

Tyxr

Gly

Gly

Tyr

Gly

Gln

Ala

40

Asp

Leu

Cys

Pro

Pro

Cys

Phe

Thr

Arg

Ser

Gln

25

Asp

Ser

Asp

Pro

GEln

105

Azn

120

Gly

Ser

Gly

Pro

Gln

Gly

Pro

Pro

Leu

Pro

185

Gly

27

Gly

His

Trp

Pro

Cys

Trp

1aQ

Glu

Arg

Gly

Cys

Gln

90

Gly

Asp

FPro

Gln

kla

170

Gly

Pro

Ser

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

Ala

Asp

Ser

FPro

75

Fro

FPro

Fro

Gly

Tyr

155

Gly

Thr

Fro

Cys

Arg

Ala

Thr

Val

Leu

Val

val

Val

60

Asn

Pro

Lys

Gly

Ile

140

Asp

Tvr

Ser

Gly

1590

Leu
1605

Gly
1620

Thr
1635

Leu
1650

Cvys
16635

Leu

Glu

Trp

45

Len

FPro

Thr

Gly

Ile

125

Cys

Ser

Fro

Gly

Glu

Glu

Thr

Ile

Lys

Mat

Ala

Gly

Lys

Cys

Glu

Ala

Asp

110

Pro

Glu

Tyxr

Gly

His

190

Pro

Glu

Cys

Glu

Ala

Arg

Leu

15

Gly

Pre

Asp

Ile

Fro

95

Fro

Gly

Ser

Asp

Pro

175

Pro

Gly

Phe

Asn

Arg

Gly

Arg

Leu

Cys

Glu

Asp

Pro

BO

Thr

Gly

Gln

Cys

val

160

Ala

Gly

Gln



Ala

Gly

225

Glu

Fro

Gly

Leu

Fro

205

Gly

Pro

vVal

Gly

Pro

38%

Ala

Gly

Glu

Arg

Gly

465

Rla

Asn

Gly

val

Gly

2190

Pro

Arg

Gly

Glu

Pro

290

Gly

Asn

Pro

Gly

Glu

370

Pro

Gly

Pro

Pro

Gly

450

Lys

Rla

Gly

Brao

Pro
530

195

Pro

Ala

Gly

Phe

Lys

275

Gly

Glu

Asp

Gly

Pro

355

Fro

Gly

Ile

Ala

Gly

435

Glu

Asp

Gly

Ile

Ala

515

Gly

Ser

Gly

Leu

Fro

260

Gly

Glu

Arg

Gly

Thr

340

Ala

Gly

Ile

Pro

Gly

420

Lys

Ala

Gly

Glu

Pro

500

Gly

Gly

Gly

Lys

Pro
245

Gly

Glu

Asn

Gly

Ala

325

Ala

Gly

Fro

Asn

Gly

405

Ala

Asn

Gly

Ser

Arg

485

Gly

Pra

Fro

ES 2545219713

Pro

Asp

230

Gly

Met

Thr

Gly

arg

210

Arg

Gly

Ser

Gln

Gly

390

Ala

Asn

Gly

Ile

Pro

470

Gly

Glu

Arg

Gly

Pro

215

Gly

Pro

Lys

Gly

Ala

295

Pro

Gly

Phe

Pro

Gly

i7?s

Ser

Pro

Gly

Ala

Pro

455

Gly

Ala

Lys

Gly

Met
535

200

Gly

Glu

Pro

Gly

Ala

280

Pro

Gly

Ser

Pro

Gly

360

His

Pro

Gly

Ala

Lys

440

Gly

Glu

Pro

Gly

Bla

320

Arg

Pro

Ser

Gly

Hiz

265

Pro

Gly

Leu

Asp

Gly

245

Ser

Ala

Gly

Leu

Pro

425

Gly

val

Pro

Gly

Pro

505

Ala

Gly

28

Fro

Gly

Ile

2590

Arg

Gly

Pro

Fro

Gly

330

Ser

Asn

Gly

Gly

Met

410

Gly

Glu

Pro

Gly

Fhe

490

Ala

Gly

Met

Gly

Arg

235

Lys

Gly

Leu

Met

Gly

31s

Gln

Pro

Gly

Ala

Lys

385

Gly

Leu

Pro

Gly

Ala

475

Arg

Gly

Glu

Pro

Ala

220

Pro

Gly

Phe

Lys

Gly

300

Ala

Pro

Gly

Ala

Gln

380

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

460

Azn

Gly

Glu

FPrao

Gly
540

205

Ile

Gly

Pro

Asp

Gly

285

Pro

Ala

Gly

Ala

Fro

365

Gly

Glu

Arg

Gly

Fro

445

Lys

Gly

Fro

Arg

Gly

525

Ser

Gly

Arg

Ala

Gly

270

Glu

Arg

Gly

Pro

Lys

350

Gly

Pro

Met

Gly

Gly

430

Arg

Gly

Leu

Ala

Gly

510

Arg

Pro

Pro

Pro

Gly

255

Lrg

Asn

Gly

Ala

Pro

335

Gly

Gln

Pro

Gly

Pro

415

Ala

Gly

Glu

Pro

Gly

435

Ala

Asp

Gly

Ser

Gly

240

Ile

Asn

Gly

Ala -

Arg

320

Gly

Glu

arg

Gly

Pro

400

Pro

Gly

slu

Asp

Gly

480

Fro

Fro

Gly-

Gly



Pro

545

Gly

val

Asn

Gly

Pro

625

Gln

Gly

Gly

Ala

Gly

705

Thr

Pro

Gly

Fro

Fro

185

Gly

Gln

Lys

Gly

Ser

8E5

2ro

Gly

Arg

Mat

Gly

Lys

€10

Gly

Gly

Glu

Lys

Gly

690

Gly

Pro

Gly

val

Fro

770

Gly

Glu

Asn

Gly

Pro

850

Fro

Gly

Ser

Pro

Gly

Elu

595

Asn

Gly

Leu

Pro

Gly

675

Ala

Lys

Gly

Pro

Pro

750

Gly

Leu

Thr

Gly

Glu

835

Ala

Gly

Pro

Asp

Gly

Phe

580

Arg

Gly

Asp

Pro

Gly

660

Asp

Pro

Gly

Leu

Lys

740

Gly

Fro

Fro

Gly

Glu

820

Gly

Gly

Gly

Fro

Gly

Fro

565

Fro

Gly

Glu

Lys

Gly

645’

Fro

Ala

Gly

ala

Gln

725

Gly

Lys

Ala

Gly

Pro

805

Pro

Gly

Pro

Pro

Gly
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Lys

550

Pro

Gly

Gly

Thr

Gly

630

Thr

Lys

Gly

Leu

Ala

Tl0

Gly

Asp

Asp

Gly

Ile

790

Fro

Gly

Fro

Pro

Gly

870

Ser

Pro

Gly

Pra

Pro

Gly

515

Asp

Gly

Gly

Ala

Arg

695

Gly

Met

Lys

Gly

Gln

78

Ala

Gly

Gly

Fro

Gly

855

Ala

Asn

Gly

Pro

Lys

Gly

600

Pro

Thr

Gly

hsp

Pro

680

Gly

Pro

Pro

Gly

Pro

760

Pro

Gly

Pro

Lys

Gly

840

Pro

Ala

Gly

29

Pro

Ser

Gly

585

Gly

Gln

Gly

Pro

Ala

665

Gly

Gly

Fro

Gly

Glu

745

Arg

Gly

Fro

Ala

Gly

825

val

Gln

Gly

Asn

Pro

Gly

570

Asn

Pro

Gly

Pro

FPro

650

Gly

Glu

Ala

Gly

Glu

730

Pro

Gly

Asp

Arg

Gly

810

Glu

Ala

Gly

Fhe

Fro

Gly

555

Pro

Asp

Gly

Fro

Pro

635

Gly

Ala

Arqg

Gly

Pro

715

Arg

Gly

Pro

Lys

Gly

795

Phe

Arg

Gly

Val

Pro

8§75

Gly

Ser

Arg

Gly

Pro

Pro

620

Gly

Glu

Pro

Gly

Pro

700

Pro

Gly

Gly

Thr

Gly

780

Ser

Pro

Gly

Pro

Lys

860

Gly

Pro

Gln

Gly

Ala

Gln

605

Gly

Pro

Asn

Gly

Pro

685

Pro

Gly

Gly

Pro

Gly

765

Glu

Pro

Gly

Ala

Pro

845

Gly

Ala

Bro

Gly

Gln

Pro

590

Gly

Pro

Gln

Gly

Ala

670

Pro

Gly

Ala

Leu

Gly

750

Pro

Gly

Gly

Ala

Pro

830

Gly

Glu

Arg

Gly

Glu

Pro

575

Gly

Fro

Thr

Gly

Lys

655

Pro

Gly

Fro

Ala

Gly

735

Ala

Ile

Gly

Glu

Fro

815

Gly

Gly

Arg

Gly

Pro

Ser

560

Gly

Lys

Pxo

Gly

Leu

640

Pro

Gly

Leu

Glu

Gly

720

Ser

Asp

Gly

Ala

Arg

800

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu

8§80

Ser
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B85 890 895

Gly Ser Pro Gly Lys Asp Gly Pro Pro Gly Pro Ala Gly Asn Thr Gly
900 : 05 810

Ala Pro Gly Ser Pro Gly val Ser Gly Pro Lys Gly Asp Ala Gly Gln
915 920 925

Pro Gly Glu Lys Gly Ser Pro Gly Ala Gln Gly Pro Pro Gly Ala Pro
930 935 240

Gly Pro Leu Gly Ile Ala Gly ITle Thr Gly Ala Arg Gly Leu RAla Gly
945 950 955 960

Pro Pro Gly Met Pro Gly Pro Arg Gly Ser Pre Gly Pro Gln Gly val
965 970 975

Lys Gly Glu Ser Gly Lys Pro Gly Ala Asn Gly Leu Ser Gly Glu Arg
980 985 980

Gly Pro Pro Gly Pro Gln Gly Leu Pro Gly Leu Ala Gly Thr Ala Gly
995 1000 1005

Glu Pro Gly Arg Asp Gly Asn Pro Gly Ser Asp Gly Leu Fro Gly
1010 1015 1020

Arg Asp Gly Ser Pro Gly Gly Lys Gly Asp Arg Gly Glu Asn Gly
1025 1030 1035

Ser Pro Gly Ala Pro Gly Ala " Pro Gly His Pro Giy Pro Fro Gly
1040 1045 1050

Pro Val Gly Pro Rla Gly Lys Ser Gly Asp Arg Gly Glu Ser Gly
1085 1060 1065

Pro Ala Gly Pro Ala Gly Ala Pro Gly Pre Ala Gly Ser Arg Gly
1070 1075 1080

Ala Pro Gly Pro Gln Gly Pro Arg Gly Asp Lys Gly Glu Thr Gly
1085 1090 1095

Glu Arg Gly Ala ARla Gly Ile Lys Gly His Arqg Gly Phe Fro Gly
1100 1105 1110

Asn Pro Gly Ala Pro Gly Ser Pro Gly Pro Ala Gly Gln Glo Gly
1115 1120 1125

Ala Ile Gly Ser Pro Gly Pre Ala Gly Pro Arg Gly Pro Val Gly
1130 1135 1140

Pro Ser Gly Pro Pro Gly Lys  Asp Gly Thr Ser Gly Bis Pro Gly
1145 1150 1155

Pro Ile Gly Pro Pro Gly Pro Arg Gly Asn Arg Gly Glu Arg Gly
11860 1165 1170

Ser Glu Gly Ser Pro Gly His Pro Gly Gln Pro Gly Pro Pro Gly
1175 1180 1185

Pro Pro Gly &Ala Pro Gly Pro Cys Cys Gly Gly Val Gly Ala Ala
1190 1135 1200

Ala Ile Ala Gly Ile Gly Gly Glu Lys Ala Gly Gly Phe Ala Pro
1205 1210 1215
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Tyr

Ile

Ile

Asp

Val

Cys

Asn

Lys

Ser

Leu

Thr

Gly

Glu

Glu

Phe

Ile

Asp

Tyr
1220

Met
1235

Ser
1250

Leu

1265

Asp
1280

Asn
1295

Val
1310
Hisg
1325

Tyr
1340

Ala
1355

Tyr
13790

Asn
1385

Phe
1400

Asp
1415

Glu
1430

Ala
1445

Val
1460

DM_US:20506893_1
FRAGMENTOS DE
EXTRACELULAR
11181.0034.NPUS00
DNA Seq. ver. 3.4

2?
2?

Gly

Thr

Pro

Lys

Pro

Met

Pro

Val

Gly

Phe

His

Val

Lys

Gly

Tyr

Pro

Gly

Asp

Ser

Asp

Phe

Asn

Glu

Arg

Trp

Asn

Leu

Cys

Lys

BAla

Cys

Arg

Tyr

Pro

Glu

Leu

Gly

Cys

Gln

Thr

Lys

Phe

Pro

Arg

Lys

Lys

Glu

Thr

Thr

Asp

Val

PEPTIDO PARA

ES 2545219713

Pre

Lys

Ser

His

Gly

Gly

His

Gly

Glu

Leu

Asn

Ala

Gly

Lys

Arg

Ile

Cys

Met
1225

Ser
1240

Arg
1255

Pro
1270

Cys
1285

Glu
1300

Trp
1315

Glu
1330

Leu
1345

Leu
1260

Ser
1375

Leu
1390

Asn
1405
His
1420

Lys
1435

Gly
1450

Phe
1465

Asp Phe Lys Ile

Val Asn Gly Gin

Lys Asn Pro 2Ala

Glu Leu Lys Ser

Lys Leu Asp Ala

Thr Cys Ile Ser

Trp Thr Asp Ser

Ser Met Asp Gly

Pro Glu Asp Val

Ser Ser Arg Ala

Ile Ala Tyr Met

Lys Leu Met Gly

Ser Lys Phe Thr

Thr Gly Glu Tzp

Ala Val Arg Leu

Gly Pro Asp Gln

Leu

Asn
1230

Ile
1245

Arg
1260

Gly
1275

Ile
1290

Ala
1305

Ser
1320

Gly
1335

Leu
1350

Ser
1365

Asp
1380

Ser
1395

Tyr
1410

Ser
1425

Pre
1440

Glu
1455

Thr

Glu

Asn

Glu

Lys

Asn

Ala

Phe

Asp

Gln

Gln

Asn

Thr

Lys

Tle

Phe

Asp

Ser

Cys

Tyr

vVal

Pro

Glu

Gln

Val

Asn

Ala

Glu

Val

Thr

Val

Gly

INDUCIR LA SINTESIS DE LAS PROTEINAS DE
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Glu

Leu

Arg

Trp

Phe

Leu

Lys

Phe

Gln

Tle

Ser

Gly

Leu

Val

Asp

Val

LA MATRIZ
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REIVINDICACIONES
1. Un tetrapéptido que comprende la SEC ID N: 14 para su uso como medicamento.

2. Un tetrapéptido que comprende la SEC ID N°: 14 para su uso como medicamento en el tratamiento de una piel
danada o en el manteniendo de una piel sana.

3. Uso de un tetrapéptido que comprende la SEC ID N®: 14 como producto cosmético.

4. El tetrapéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, o el uso de un tetrapéptido de la reivindicacion 3 en
el que el tetrapéptido esta amidado en el extremo carboxi.

5. Una composicion farmacéutica para su uso como medicamento que comprende un tetrapéptido que comprende la
SEC ID N2 14 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el tetrapéptido esta presente en una
concentracién eficaz comprendida entre aproximadamente 0,01 pg/ml y aproximadamente 100 pg/ml, y mas
preferentemente comprendida de aproximadamente 0,1 pug/ml a aproximadamente 1 ug/ml.

7. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la composicion estd en forma de un
aerosol, una emulsion, un liquido, una locién, una crema, una pasta, una pomada o una espuma.

8. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, para su uso en un
tratamiento para el cuidado de la piel.

9. Un método in vitro para estimular la producciéon de colageno por una célula, comprendiendo el método exponer
una célula a un tetrapéptido que comprende la SEC ID N°: 14, induciendo de esta forma la produccién de colageno
por parte de la célula.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que el tetrapéptido esta amidado en el extremo carboxi.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10, en el que la célula es un fibroblasto.

12. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dicho uso comprende el tratamiento de
una piel dahada y dicha piel dafada es el resultado de envejecimiento, enfermedad, lesion, traumatismo o cirugia.

13. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dicho cuidado de la piel se dirige a
envejecimiento de la piel, tonificacion, firmeza y ptosis.

14. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el tetrapéptido estimula la produccion
de colageno cuando se aplica a la piel.

33



MGPRLSVWLL
RGLPGLOQGVI
YPGNPGLPGI

ES 2545219713

LLPAALLLHE EHSRARRKGG CAGSGCGKCD CHGVKGQKGE
GFPGMOGFPFEG PQGPPGOHKGD TGEPGLEGTK GTRGPEGASG
PGODGPPGPP GIPGCNGTKG ERGFPLGPPGL PG PGFEGNPGPP

GLPGMEGDPG
FTGPPGPPGFE
——— s T
KGLDFATHGERK

EILGHVPGML
PGPPGEKGOM
GQHGEPGFQG

PGFPGEPGYP G GLIGRQGPQG

LEGERGFPGI EETPGPPgég LQGPVGPPG
GLSFQGPKGD KGDRQGVSGEP EEEEQRQVQE

MPGVGEKGEP GKPGPRGKFPG
EKGEAGPPGP PGIVIGTGPL

TPGPRGEPGP KGFPGLEPGOP
TSLPGPSGRD GLPGPPGSFG

GPPGLFVPGQ AGAFPGFEGER

KDGDEGEKRGS
GEKGERGY?G
GERKGDRGFPG

PPGOPCYTNG IVECQPGEPPG

PGFIGEIGER GOKGESCLIC
GLEGRDGVAG _VPGPOGTPGL
PGRAGS PGRDGHPGLE

DQGPPGIPGR

DIDGYRGPPG FPOGFPGEIGE

PGQPGAKGDR

IGQPEAKGEP GEFYFDLRLE
G| PGIVE LEGERGPEGS

GPPGPPGYGP AGPIGDHEGOA

EGLPGSPGEP GPQGDRGFPG

PELPGDMGPP GTPGRPGFNG

PGTPGEKGS I GEHG

GDKGDPGFPG
VGEPGSRGD

GFPEGPEGEPE LPGPEGEERGHK
TPERFGLP KGAVGRQEGIG

IVPLPGPPGA
FPGPEGPKGV

LPGNPGVQGY KGEPGVGLPG

LEGLPGLFGI

AIGPPGLQGI RGEFPGPEPGLFE

GIVGESP

IGPPGARGPP GGQGPPGLSG PPGIKGEKGE PCGFPGLDMPE PKGDKGAQGL

PGITGOSGLP QGAPG
LPGEKGDHGF PGSSGPRGDE
GDQGEKGQIG PIGEKGSRGD
PGAPGLPGPK_GSVGGMGLPG
QORGPPGIGIP GLRGEKGDQG
SPGSVGYPGS PGLP DK
GEFGEDGIFG SAGERGEFPGL

IPG SKGE MGVMGTP
GLEGDEGDVGE LPGKPGSMDK

SPGEPVGAFG
VEMGSMEGQK

EGTPGVPGKD GOAGOPGUPGE PEGDFGISGET

TPGEK___EI PGPOGSPCLP G

IAGFP
GLPGLDGIPG VEGEAGLPGT
PGRGFFGFPG ARGDKGSKGE

GIPGSHGEQG FMGERPGPQ

GPMGPPGLPG TDGVHEGDEGHN
TGESKGDHGPP FQGPHG
PYDITIKGEPG
DEAPGORGEM
HSEQTIDDPQC
FELFCNINNV
CEAPAMVMAY
PGSCLEEFRS
KAGELRTHVS

LPGPEGPEGL
GPAGPTGFRG
PSGTEILYHG
CHNFASRNDYS
HSQTIQIFPC
APFIECHGRG
RCQVCMRRT

FPGPPEPDGL

PCLPGEPGHA TEGFKGDRGE

GSPGE KGEKGSIGIP

GDKGAKGEKE
GNFGEPGLKG
PGPTGPAGQK
VGFPGLAGSP

PGLPGLP

PGWPGAPGVP GPEGDPGFQOG

LEGLOGIKGD QGDQGVEPGAK

EGLOGLPGERE GQOGVTGLVG
PEGSMGPEGTP
RAHGQDLGTA
MSMAFPITGEN
¥YSFVMHTSAG

FWLATIERSE

YSLLYVQGNE
YWLSTFEFMP
PSGWISLWIG
TCHYYANAYS

FI1G. 1

34

MPGIGESPGET
GCLPGE PG

IPGPEGIPGF

SVDHGFLVTR
GSCLEKFSTM
IRPFISRCAV
AEGSGOALAS
MFKKFTPSTL



MMS FVQKGSW
QICVCDSGESV
GQGPQGPKGD
YSPQYDSYDV
GPPGEPGOAG
KGPAGIPGEP
PRGAPGERGR
GCGEVGPAGEPG
AGIPGAPGLM
EAGIPGVPGA
GEKGPAGERG
PGPPGSQGES
GPGPOGPPGK
GENGKPGEPG
PGPEGGKGAA
ADGVPGKDGP
GETGPPGPAG
AGPPGPOGVK
KDGPPGPAGN
GITGARGLAG
PGLAGTAGEP
PEGPVGEPAGK
GRAGTEGHRG
DGTSGHPGPIL
GAAATAGIGG
PDGSREKNPAR
TCISANPLNVY
DVOLAFLRLL
KEAEGNSKFETY
GPRQEFGVDV

ES 2545219713

LLLALLHPTI
L,CDDIICDDQ
PGPPGIPGRN
KSGVAVGGLA
PSGPPGPPGA
GMKGHRGFDG
PGLPGAAGAR
SHNGAPGQRGE
GARGPPGPAG
KGEDGKDGSP
APGPAGPRGA
GRPGPPGPSG
NGETGPQGEP
PKGDAGAPGA
GPPGPPGAAG
RGPTGPIGPP
FPGAPGQNGE
GERGSPGGPG
TGAPGSPGVS
PPGMPGPRGS
GRDGNPGSDG
SGDRGESGPL
FPGNPGAPGS
GPPGPRGNRG
EXAGGFAPYY
NCRDLKFCHP
PRKHWWTDSS
SSEASQNITY
TVLEDGCTEH
GPVCFL

ILAQQEAVEG
ELDCPNPEIF
GDPGIPGCPG
GYPGPAGFFG
IGPSGPAGKD
RHNGEKGETGA
GNDGARGSDG
FPGPQGHAGRAD
ANGAPGLRGG
GEPGANGLFEG
AGEPGRDGVP
PRGQPGVMGE
GPTGPGGDKG
PGGKGDAGAP
TPGLOGMPGE
GPAGQPGDKG
PGGKGERGAP
AAGFPGARRGL
GPKGDAGQPG
PGPQGVEKGES
LPGRDGSPGG
GPRAGRAPGPAG
PGPRAGQOGAT
ERGSEGSPGH
GDEPMDFKIN
ELKSGEYWVD
AEKKHVWEGE
HCENSIAYMD
TGEWSKTVFE

FIG.2

35

GCSHLGOSYA
FGECCAVCPQ
SPGSPGPPGI
EPGPPGTSGH
GESGRPGRFPG
PGLEGENGLP
QPGPEFGPPGT
GPPGPPGING
AGEPGENGAK
BAAGERGAPGFE
GGPGMRGMPG
PGPEGNDGAP
DTGPPGPRGL
GERGPPGLAG
RGGLGSPGFK
EGGAPGLPGI
GEKGEGGPEG
PGPPGSNGNP
EKGSPGRQGP
GEKPGANGLSG
KGDRGENGSP
SRGAPGPOGP
GSPGPAGPRG
FGQFPGFPPEFP
TDEIMTSLES
PHNQGCKLDAT
SMDGGFQFSY
QASGNVKKAIL
YRTREAVRLP

DROVWKPEEC
PPTAPTRPPN
CESCPTGPQON
PGSPGSPGYQ
ERGLEGPFEGI
GENGAPGFMG
AGFPGSPGAK
SPGGKGEMGF
GEPGPRGERG
RGPAGPNGIP
SPGGPGSDGK
GENGERGGPG
CGLPGTIGGPP
APGLRG

GDEGEFPGGPG
AGPRGSPGER
YVAGPPGGSGP
GPPGPSGSPG
PGRPGPLGIA
ERGFPGPQGL
GAFPGAPGHPG
RGDKGETGER
PVGPSGPPGK
GAPGPCCGEGEV
VNGQIESLIS
KVEFCNMETGE
GNPELPEDVL
KLMGSNEGEF
IVDIAPYDIG



MGPRLSVWLL
RGLPGLOGVI
YPGNPGLPGI
GLPGMKGDPEG
FTGFPGPPGE

ES 2545219713

LLPAALLLHE
GFPGMOGFEG
PGODGPPGEP
EILGHVEGML
PGPPGEKGOM

KGDFATKGEK
PGFPGEPGYP
TPGPRGEPGP
TSLPGPSGRD
PGFIGEIGEK
GLPGRDGVAG
QPGMPGRAGS
GPPGPEGYGP
EGLPGSPGFP
DGLPGDMGPP
PGTPGEKGSI
1GPPGARGEP
PGITGQSGLP
LPGEKGDHGF
GDQGEKGQIG
PGAPGLPGPK
QAGPPGIGIP
SPGSVGYPGS
GEPGSDGIPG
GIPGSKGEQG
GPMGPEGLEG
TGSKGDMGPP
PYDIIKGEPG
DGAPGQKGEM
HSQTIDDPQC
PFLECNINNV
CEAPAMVMAV
PGSCLEEFRS
KAGELRTHVS

GQEGEPGFQG
GLIGRQGPEDG
KGFPGLPGQP
GLPGPPGSPG
GQKGESCLIC
VPGPQGTPEL
PGRDGHPGLP
AGPIGDKGQA
GPQGDRGFPG
GTPGRFPEFNG
GVEGVEPGEHG
GGQGPPELSG
GLPGQQGAPG
PGSSGPRGDP
PIGEKGSRGD
GSVGGMGLPG
GLRGEKGDQG
PGLPGEKGDK
SAGEKGEPGL
FMGPPGPQGQ
IDGVKGDKGN
GVPGFQGPKG
LPGPEGPPGL
GPAGPTGPRG
PSGTKILYHG
CNFASRNDYS
HSQTIQIFPC
APFIECHGRG
RCQVCMRRT

EHSRAAAKGG
POGEPPGQKGD
GIPGCNGTKG
LEKGERGFPGI
GLSFQGPEGD
MPGVGEKGEF

EKGEAGPFPGP

GPPGLEVEGQO
PPGEOPGYTHNG
DIDGYRGPPG
IGOPGAKGEP
GPRKGSEPGSVG
GFPGGEGSPG
TPGRPGLEGE
LPGNPGVQGEO
ATGPPGLOGI
PPGIKGEKGF
IPGFPGSKGE
GLEKGDKGDVG
PETPGVFPGKD
TEGEKGVPGI
IAGFPGSPGE
GLPGLDGIPG
PGREFPGFPG
PGLPGSPGHRA
PGWPGAPGVE
LEGLOGCIKGD
KELQGLPGPRK
FPGPPGFDGL
YSLLYVQGNE
YWLSTPEPMP
PSGWSSLWIG
TCHNYYANARYS

FIG. 3

36

CAGSGCGKCD
TGEPGLPGTK
ERGPLGPPGL
PGTPGPPGLP
KGDQGVSGEP
GKPGPRGKPG
PCIVIGTGPL
AGAPGFPGER
IVECQPGPPG
POGPPGEIGF
GEFYFDLRLEK
LEKGERGPPGG
LEGPKGEPGE
KGAVGQPGIG
KGEPGVGLPG
RGEPGPPGLP
PGFPGLDMPG
MGVMGTPGQP
LPGKPGSMDK
GQAGQPGQPG
PGPQGSPGLP
KGEKGSIGIP
VEGEAGLPGT
AKGDKGSKGE
TEGPKGDRGP
GPKGDPGFQG
QGDQGVPGAK
GQQGVTIGLVG
PGSMGPPGTP
RAHGQDLGTA
MSMAPITGEN
YSFVMHTSAG
FWLATIERSE

CHGVEGDEGE
CTRGPPGRSG
PGFAGNPGPP
GLOGPVGEPG
GVPGQAQVQE
KDGDHEGEEGS
GEKGERGYPG
GEKGDRGFPG
DQGPPGIPGD
PGOPGAKGDER
GDKGDPGFPG
VCEFPGSRGDT
IVPLEGPEGA
FPGEPGEPKGV
LEGLPGLPGI
GSVESPEVEG
PEGDKGAQGL
GSPGEVGRAPG
VDMGSMEGOK
PKGDPGISGT
GDEGRAKGEKG
GMPGSPGLEG
PGPTGPAGOK
VGFPGLAGSPE
QGOPGLPGLP
MPGIGGSPGI
GLPGPPGPPG
IPGPPGIPGE
SVDHGFLVTR
GSCLREFSTM
IREFISRCAV
AEGSGQALAS
MEFKKPTESTL



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

