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DESCRIPCIÓN

Membrana de colágeno de superficie activa por péptido

Campo técnico

La presente invención se refiere a una membrana que tiene enlazado a ella un péptido antibacteriano que se enlaza
a colágeno, y más particularmente a una membrana de colágeno que comprende un péptido de fusión de un péptido 5
de enlace a colágeno y un péptido antibacteriano, fijado a la superficie de colágeno.

Antecedentes de la técnica

Los procedimientos para regenerar el hueso alveolar dañado por enfermedades periodontales incluyen un 
procedimiento en el cual el defecto óseo se llena con un autoinjerto. Otro procedimiento utiliza un hueso humano o 
animal, cuya inmunogenicidad se eliminó, como un material de reemplazo de hueso artificial, o una hidroxiapatita 10
disponible comercialmente.

En los últimos años, ha habido un intento activo de introducir una membrana artificial en el tejido periodontal dañado 
para promover la cicatrización del tejido dañado, inducir la restauración de tejido periodontal completo, mejorar el 
resultado del injerto óseo e inducir la producción de nuevo hueso periodontal. La membrana que se utiliza en esta 
tecnología aísla y bloquea el sitio dañado del tejido conectivo circundante para producir nuevo hueso periodontal y 15
tejido del ligamento periodontal, de modo que pueda producirse la regeneración del tejido periodontal sin problemas. 
En otras palabras, el sitio dañado está bloqueado del ambiente circundante por la membrana, de modo que los 
fibroblastos gingivales no pueden invadir el sitio dañado, y las células en el tejido, que tienen la capacidad de 
regenerar hueso y un ligamento periodontal, puede regenerar nuevo tejido periodontal sin interferencia.

Además, debido a que el daño óseo causado por diversas enfermedades o traumatismos tiene una influencia 20
importante en el movimiento humano, se requiere un tratamiento que pueda mantener la continuidad del sistema 
esquelético y brindar apoyo mecánico al cuerpo. Actualmente, los tratamientos de regeneración ósea o de 
reemplazo de hueso se realizan con frecuencia, pero tienen muchos problemas.

Anteriormente, se usaban como la membrana, materiales no degradables como el politetrafluoroetileno, acetato de 
celulosa, caucho de silicona y poliuretano. Sin embargo, una membrana hecha de un material no degradable tiene 25
baja biocompatibilidad, y por esta razón, se requiere cirugía secundaria para extraer la membrana después de la 
producción de hueso periodontal, y en este procedimiento, puede ocurrir una inflamación innecesaria o necrosis del 
tejido.

Recientemente, se han publicado estudios sobre el uso de polímeros biodegradables como el poliéster alifático o el 
colágeno. También se ha informado que el uso de una membrana biodegradable elimina la necesidad de una cirugía 30
secundaria para extraer la membrana y no tiene una diferencia significativa del uso de una membrana hecha de un 
material no degradable en la regeneración de tejidos. Sin embargo, en el caso de una membrana hecha de poliéster 
alifático, los productos de degradación ácida pueden causar una reacción inflamatoria en el sitio injertado. Por lo 
tanto, hubo un informe sobre el uso de una membrana hecha de colágeno, que forma una gran parte de la proteína 
del tejido óseo, en ensayos clínicos.35

En la técnica anterior, la Publicación de Patente Coreana abierta al público 2003-002224 divulga una membrana 
para inducir la regeneración de tejidos, que se prepara a partir del polímero natural quitosano y un polímero sintético 
biodegradable. Aquí, la membrana se prepara aplicando una solución de polímero biodegradable a una tela no tejida 
hecha de quitosano para formar una película de polímero, y luego laminando la tela no tejida hecha de quitosano
sobre la película de polímero, y por lo tanto hay un inconveniente en que el proceso de preparación es complejo. 40
Además, el registro Coreano número 0564366 divulga una membrana para la regeneración de tejidos, que 
comprende una tela de nanofibras no tejidas, tiene una resistencia específica, biocompatibilidad y biodegradabilidad, 
incluye microporos cuyo tamaño de poro se puede controlar fácilmente y se puede preparar a partir de una mezcla 
de un polímero y un polímero sintético por un proceso simple. Sin embargo, tal membrana convencional para la 
regeneración de tejidos tiene el inconveniente de que debido a que el factor de crecimiento del tejido se mezcla 45
físicamente con esta membrana polimérica o armazón, se libera inmediatamente después de su aplicación, lo que 
dificulta el mantenimiento de la concentración efectiva del mismo, durante un período de tratamiento.

El documento WO 2007/087557 divulga microesferas recubiertas de proteína de capa superficial para la 
administración de un agente terapéutico al intestino, por lo que las microesferas recubiertas de proteína de capa 
superficial generalmente incluyen un núcleo encapsulado por microesfera que está recubierto por proteína de capa 50
superficial.

Además, se realizó un estudio sobre la introducción de factores de crecimiento tisular o sustancias derivadas de la 
matriz extracelular en una membrana para mejorar la capacidad de regeneración tisular de la membrana. Debido a 
que estos factores de crecimiento y sustancias son proteínas, deben mantener su estructura tridimensional para 
mantener su actividad. Sin embargo, hay un inconveniente en que la mayoría de estos factores de crecimiento y las 55
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sustancias derivadas de la matriz extracelular son susceptibles a la temperatura y, por lo tanto, es probable que 
sean inestables in vivo.

Por lo tanto, para obtener un efecto terapéutico deseado, los factores de crecimiento tisular y las sustancias 
derivadas de la matriz extracelular deben administrarse en dosis altas, pero en este caso, pueden ocurrir efectos 
secundarios. Para superar este problema, se intentó introducir factores de crecimiento tisular en el interior o en la 5
superficie de una membrana. Sin embargo, si un factor de crecimiento de tejido se adsorbe físicamente en una 
membrana, el enlace del mismo no se puede mantener durante un largo período de tiempo, mientras que si un factor 
de crecimiento de tejido se enlaza covalentemente a una membrana, el enlace del mismo se puede mantener de 
forma estable durante un largo período de tiempo usando un agente de entrecruzamiento. Sin embargo, en este 
caso, existe el problema de que el agente de entrecruzamiento puede dar como resultado la deformación de la 10
estructura tridimensional del factor de crecimiento tisular, dando como resultado una disminución en la actividad del 
factor de crecimiento tisular.

En consecuencia, los presentes inventores han hecho grandes esfuerzos para preparar una membrana de colágeno 
que tiene actividad antibacteriana en la superficie de la misma, y como resultado, han encontrado que, cuando un 
péptido de fusión que consiste en un péptido antibacteriano unido a un péptido que tiene la capacidad de enlazarse15
a colágeno está enlazado a una membrana de colágeno, puede impartir actividad antibacteriana superficial a la 
membrana, completando así la presente invención.

Divulgación de la invención

Problema técnico

Es un objeto de la presente invención proporcionar una membrana de colágeno, que se ha enlazado a la misma con 20
un péptido de fusión que consiste en un péptido antibacteriano unido a un péptido que tiene la capacidad de 
enlazarse al colágeno, y por lo tanto tiene actividad antibacteriana superficial.

Solución técnica

Para lograr el objetivo anterior, la presente invención proporciona un péptido de fusión que tiene capacidad de 
enlace a colágeno y actividad antibacteriana, el péptido de fusión que comprende un péptido de enlace a colágeno 25
que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 unida a un péptido que tiene el aminoácido de la 
secuencia SEQ ID NO: 26. La presente invención también proporciona una membrana de colágeno que tiene 
actividad antibacteriana, comprendiendo la membrana de colágeno dicho péptido de fusión fijado a la superficie de la 
misma.

Breve descripción de los dibujos30

La figura 1 muestra una membrana de colágeno y un armazón tridimensional.

La figura 2 es un conjunto de fotografías de microscopio electrónico de barrido (SEM) que muestran la 
superficie y la sección transversal de una membrana de colágeno.

La figura 3 es un conjunto de micrografías confocales de membranas de colágeno. La figura 3A muestra 
una membrana de colágeno que no tiene péptido enlazado a ella, y la figura 3B muestra una membrana de 35
colágeno que se ha enlazado a un péptido de la SEQ ID NO: 24 marcado con FITC. (referencial)

La figura 4 muestra los valores obtenidos trasplantando una membrana de colágeno marcada con FITC en 
el defecto circular del cráneo de un conejo, recolectando la sangre en diferentes puntos de tiempo y 
midiendo un péptido, liberado en la sangre, utilizando un fluorómetro.

La figura 5 es un conjunto de fotografías que muestran el grado de regeneración ósea a las 4 semanas 40
después de trasplantar las membranas de colágeno en los defectos circulares del cráneo de los conejos. La 
figura 5A muestra una membrana que tiene enlazado a la misma un péptido de la SEQ ID NO: 1; La figura
5B muestra una membrana que tiene enlazado a la misma un péptido de la SEQ ID NO: 9; y la figura 5C 
muestra una membrana que tiene enlazado a la misma un péptido de la SEQ ID NO: 24.

La figura 6 muestra el diámetro de inhibición de una membrana de colágeno contra el crecimiento de E. coli.45

Mejor modo para llevar a cabo la invencion

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados aquí tienen el mismo 
significado que entiende comúnmente una persona de experiencia ordinaria en la técnica a la que se refiere la 
invención. En general, la nomenclatura utilizada aquí y los procedimientos del experimento son aquellos bien 
conocidos y comúnmente empleados en la técnica.50
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En un aspecto, la presente invención se dirige a un péptido de fusión que tiene capacidad de enlace a colágeno y 
actividad antibacteriana, comprendiendo el péptido de fusión un péptido de enlace a colágeno que tiene la secuencia 
de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 unida a un péptido que tiene una secuencia de aminoácido SEQ ID NO: 26.

SEQ ID NO: 1: GLRSKSKKFRRPDIQYPDA

El péptido antibacteriano de la presente invención es beta-defensina-3 humana (hBD-3: SEQ ID NO: 26).5

Las secuencias de aminoácidos de las SEQ ID NOS: 25 a 28 son las siguientes:

SEQ ID NO: 25(BD2-2): CPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP beta-defensina humana 2 (referencial)

SEQ ID NO: 26(BD3-3): GKCSTRGRKCCRRKK (invención)

SEQ ID NO: 27(PDGF): RKIEIVRKKPIFKKATVT factor de crecimiento B derivado de plaquetas humanas
(referencial)10

SEQ ID NO: 28(HB-EGF): CKRKKKGKGLGKKRDPCLRKYK factor de crecimiento epidérmico de enlace a 
heparina (referencial)

En la presente invención, el péptido de fusión tiene la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 29.

En la presente invención, el péptido de enlace a colágeno de la SEQ ID NO: 1 está unido al péptido antibacteriano 
de la SEQ ID NO: 26 para preparar el péptido antibacteriano de enlace a colágeno de la SEQ ID NO: 29, y se 15
examinó si el péptido preparado se enlaza de manera estable a colágeno para mostrar actividad antibacteriana, 
midiendo la actividad inhibidora del péptido frente al crecimiento bacteriano.

SEQ ID NO: 29: GLRSKSKKFRRPDIQYPDAGKCSTRGRKCCRRKK

En otro aspecto, la presente invención se dirige a una membrana de colágeno que tiene actividad antibacteriana, 
comprendiendo la membrana de colágeno dicho péptido de fusión fijado a la superficie del mismo.20

El péptido de fusión que comprende el péptido de enlace al colágeno de acuerdo con la presente invención puede 
fijarse a colágeno y, por lo tanto, el tiempo de retención del péptido en una región local puede aumentar y el efecto 
de regeneración ósea y el efecto antibacteriano del péptido pueden ser duraderos, lo que sugiere que es adecuado 
para la regeneración de tejido óseo y tejido periodontal.

De acuerdo con la presente invención, para preparar un péptido de fusión para la regeneración de tejido óseo que se 25
enlace específicamente al colágeno, se sintetizaron un péptido de enlace a colágeno de la SEQ ID NO: 1 y un 
péptido antibacteriano de la SEQ ID NO: 26, y un péptido de fusión antibacteriano (SEQ ID NO: 29) que se enlaza
específicamente al colágeno, se preparó usando los péptidos sintetizados de la misma manera que se describió 
anteriormente.

De acuerdo con la presente invención, para examinar la actividad antibacteriana de un péptido de fusión 30
antibacteriano que se enlaza específicamente al colágeno, se preparó una membrana de colágeno usando cada uno 
de los péptidos de la SEQ ID NO: 1, el péptido de la SEQ ID NO: 26 y el péptido de la SEQ ID NO: 29 de la misma 
manera que se describe en el Ejemplo 2. La membrana de colágeno preparada se lavó en PBS durante 1 hora y se 
secó al aire. Para evaluar la actividad antibacteriana del péptido, se realizó una prueba antibacteriana de acuerdo 
con un procedimiento de difusión en agar. Específicamente, las células de E. coli se cultivaron en medio TSB hasta 35
que la absorbancia a 620 nm alcanzó 1, y luego las células se cosecharon y se usaron en la prueba. Las células 
cosechadas se diluyeron con PBS y se sembraron en placas 105-107 células bacterianas por Ml en una placa de 
TSA y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. En la placa que tiene las células bacterianas incubadas en ella, se 
colocó una membrana de colágeno que tenía cada uno de los péptidos de las SEQ ID NOS: 1, 26 y 29 enlazadas a 
la misma y se incubó durante 3 días. Luego, se midió el diámetro de inhibición frente al crecimiento de las células 40
bacterianas. Como resultado, se pudo ver que la membrana de colágeno que tiene el péptido de la SEQ ID NO: 1 
enlazado a la misma, no tenía actividad antibacteriana antes y después del lavado, y que la membrana de colágeno 
que tenía el péptido de la SEQ ID NO: 26 enlazada a la misma, tenía la mayor actividad antibacteriana antes del 
lavado, pero su actividad antibacteriana disminuyó en aproximadamente un 50 % después del lavado. Además, la 
membrana de colágeno que tiene el péptido de la SEQ ID NO: 29 enlazado a la misma mantuvo su actividad 45
antibacteriana después del lavado en comparación con antes del lavado. Esto sugiere que el péptido de fusión del 
péptido de enlace a colágeno y el péptido antibacteriano mantuvieron su capacidad de enlace a colágeno incluso 
después del lavado, y por esta razón, la actividad antibacteriana del mismo no cambió.

En la presente invención, el péptido que se enlaza al colágeno es el péptido de la SEQ ID NO: 1 
(GLRSKSKKFRRPDIQYPDA) y se agrega químicamente al terminal N de un péptido para la regeneración de tejido 50
óseo, lo que aumenta la capacidad de enlace al colágeno del péptido de modo que el péptido pueda enlazarse de 
manera estable a una membrana o un material de injerto.
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En la presente invención, el péptido que tiene la capacidad de regenerar tejido óseo puede seleccionarse de una 
secuencia de aminoácidos que consiste en los aminoácidos 2-18 de cada una de las secuencias de aminoácidos de 
la proteína morfogenética ósea 2 (BMP-2: SEQ ID NO: 2), proteína morfogenética ósea 4 (BMP-4: SEQ ID NO: 3) y 
proteína morfogenética ósea 6 (BMP-6: SEQ ID NO: 4), una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 5) que consiste 
en aminoácidos 16-34 de BMP-2, una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 6) que consiste en los aminoácidos5
47-71 de BMP-2, una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 7) que consiste en los aminoácidos 73-92 de BMP-2, 
una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 8) que consiste en los aminoácidos 88-105 de BMP-2, una secuencia 
de aminoácidos (SEQ ID NO: 9) que consiste en los aminoácidos 298-316 de BMP-2, una secuencia de aminoácidos
(SEQ ID NO: 10) que consiste en los aminoácidos 335-353 de BMP-2, una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 
11) que consiste en los aminoácidos 370-396 de BMP-2, una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 12) que 10
consiste en los aminoácidos 74-93 de BMP-4, una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 13) que consiste en los 
aminoácidos 293-313 de BMP-4, una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 14) que consiste en los aminoácidos
360-379 de BMP-4, una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 15) que consiste en los aminoácidos 382-402 de
BMP-4, una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 16) que consiste en los aminoácidos 91-110 de BMP-6, una 
secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 17) que consiste en los aminoácidos 407-418 de BMP-6, una secuencia de 15
aminoácidos (SEQ ID NO: 18) que consiste en los aminoácidos 472-490 de BMP-6, una secuencia de aminoácidos
(SEQ ID NO: 19) que consiste en los aminoácidos 487-510 de BMP-6, una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 
20) que consiste en los aminoácidos 98-117 de BMP-7, una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 21) que 
consiste en los aminoácidos 320-340 de BMP-7, una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 22) que consiste en 
los aminoácidos 400-409 de BMP-7, y una secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 23) que consiste en los 20
aminoácidos 405-423 de BMP-7.

Las secuencias de aminoácidos de las SEQ ID NOS: 2 a 23 son las siguientes:

SEQ ID NO: 2: VAGTRCLLA LLLPQVLL

SEQ ID NO: 3: IPGNRMLMV VLLCQVLL

SEQ ID NO: 4: PGLGRRAQW LCWWWGLL25

SEQ ID NO: 5: VLLGG AAGLVPELGR RKFA

SEQ ID NO: 6: DEVL SEFELRLLSM FGLKQRPTPS R

SEQ ID NO: 7: AVVPPYML DLYRRHSGQP GS

SEQ ID NO: 8: GQP GSPAPDHRLE RAASR

SEQ ID NO: 9: RHPLYVDFSDVGW NDWIVA30

SEQ ID NO: 10: DHLNST NHAIVQTLVN SVN

SEQ ID NO: 11: S MLYLDENEKV VLKNYQDMW EGCGCR

SEQ ID NO: 12: SKSAVIP DYMRDLYRLQ SGE

SEQ ID NO: 13: SPKHHSQR ARKKNKNCRR HSL

SEQ ID NO: 14: L VNSVNSSIPK ACCVPTELS35

SEQ ID NO: 15: SMLYLDEYD KV

SEQ ID NO: 16: RPRPLHGLQ QPQPPALRQQ

SEQ ID NO: 17: ELKT ACRKHELY

SEQ ID NO: 18: YVPKPCCAPTKLNAISVLY

SEQ ID NO: 19: SVLY FDDNSNVILK KYRNMVVRAC40

SEQ ID NO: 20: PGG QGFSYPYKAV FSTQGPP

SEQ ID NO: 21: ENSSSDQRQAC KKHELYVSFR

SEQ ID NO: 22: Q LNAISVLYF

SEQ ID NO: 23: SVLYFD DSSNVILKKY RNM

En otro ejemplo de la presente invención, el péptido de enlace a colágeno de la SEQ ID NO: 1 se unió al péptido de 45
la SEQ ID NO: 9 que tiene la capacidad de regenerar tejido óseo, preparando así el péptido de la SEQ ID NO: 24 
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que se enlaza a colágeno y tiene la capacidad de regenerar tejido óseo. Además, se examinó si el péptido 
preparado se enlaza de manera estable al colágeno y la membrana se trasplantó a un defecto óseo para examinar la 
capacidad de regenerar el tejido óseo.

En otro ejemplo más de la presente invención, se sintetizó un péptido de fusión para la regeneración de tejido óseo 
que se enlaza específicamente al colágeno mediante un procedimiento de síntesis en fase sólida Fmoc usando un 5
sintetizador de péptidos para que comprenda el péptido de la SEQ ID NO: 1 (GLRSKSKKFRRPDIQYPDA) que se 
enlaza al colágeno y el péptido de la SEQ ID NO: 9 (RHPLYVDFSDVGWNDWIVA) que tiene la capacidad de 
regenerar tejido óseo, secuencialmente desde el terminal N. Específicamente, una resina de Rink que tiene el grupo 
bloqueador Fmoc-(9-fluorenilmetoxicarbonilo) enlazado a la misma, se colocó en un sintetizador y se hinchó con 
DMF, y luego se eliminó el grupo Fmoc usando piperidina/DMF al 20 %. Luego, de acuerdo con la secuencia del 10
terminal C, se introdujeron en el sintetizador una solución de aminoácidos 0,5M (solvente:DMF), DIPEA 1,0M 
(solvente: DMF y NMP) y HBTU 0,5M (solvente:DMF) y se hicieron reaccionar bajo una corriente de nitrógeno. 
durante 1-2 horas. Cada vez que se terminaron las etapas de desprotección y acoplamiento, el lavado con DMF se 
realizó dos veces, e incluso después del acoplamiento del aminoácido final, se llevó a cabo la desprotección para 
eliminar el grupo Fmoc, preparando así un péptido de fusión (SEQ ID NO: 24) para la regeneración del tejido óseo 15
que se enlaza específicamente al colágeno.

SEQ ID NO: 24: GLRSKSKKFRRPDIQYPDARHPLYVDFSDVGWNDWIVA

En otro ejemplo más de la presente invención, la síntesis de un péptido de fusión para la regeneración de tejido óseo 
que se enlaza específicamente al colágeno se confirmó utilizando la prueba de ninhidrina. Después de la prueba y la 
finalización de la síntesis, la resina se secó con DCM y luego se añadió un cóctel de escisión de TFA a la resina, y la 20
mezcla se agitó durante 3 horas y se filtró para separar la resina de un cóctel que tenía el péptido disuelto en él. La 
solución filtrada se eliminó utilizando un evaporador rotatorio, y se añadió éter frío directamente a la solución de 
cóctel de TFA que tiene el péptido disuelto en ella para cristalizar el péptido en un sólido que luego se aisló por 
centrifugación. La secuencia peptídica sintetizada se escindió de la resina, se lavó, se liofilizó y luego se purificó por 
cromatografía líquida. El péptido purificado se analizó mediante MALDI para determinar el peso molecular. Además, 25
para probar la estabilidad in vivo del péptido, se enlazó FITC (isotiocianato de fluoresceína) al terminal N del péptido 
de la SEQ ID NO: 24 utilizando trietilamina, y la síntesis del péptido se confirmó mediante MALDI-TOF.

En otro ejemplo más de la presente invención, para examinar la capacidad de enlace al colágeno del péptido de 
fusión que se enlaza específicamente al colágeno, el colágeno derivado de piel porcina se disolvió en HCl 0,1 M a 
una concentración del 1 % (p/v), el pH se neutralizó y la solución de colágeno se concentró al 4 % evaporando el 30
disolvente. Para preparar una membrana, la solución de colágeno concentrada se vertió en una placa de 60 cm de 
diámetro y se mezcló, y para preparar un armazón tridimensional, la solución de colágeno se vertió en una placa de 
24 pozos para cultivo celular y se mezcló. A continuación, se añadió glutaraldehído al 1 % o gliceraldehído al 1 %
para entrecruzar la solución de colágeno, que luego se lavó con agua destilada y se liofilizó. La membrana resultante 
con un tamaño de 1x1 cm y un espesor de 250 µm se humedeció con 10 mg del péptido de fusión de la SEQ ID NO: 35
24 en 100 µl de DW, se lavó con PBS y se liofilizó. La membrana de colágeno que tiene el péptido enlazado a ella se 
añadió a PBS y se sometió a una prueba de liberación de péptido a 37 ºC. Después de 7 días, se eliminaron 
completamente 10 ml del disolvente de elución agregado, después de lo cual se agregaron 10 ml de un disolvente 
de elución fresco a la membrana de colágeno que luego se eluyó a 37 °C durante 4 semanas. Una vez completada 
la elución, se recolectó la membrana y se midió el contenido de péptido de la misma. La prueba de elución se realizó 40
durante 4 semanas y se midió el contenido del péptido en el eluato y, como resultado, en los lotes 1, 2 y 3, no se 
observó el pico del péptido en el tiempo de retención de 13 minutos, pero los contenidos de péptidos medidos 
después de completar la elución fueron 9,2 mg, 9,43 mg y 9,68 mg, lo que sugiere que el péptido enlazado a la 
membrana se liberó en el eluato y que el péptido estaba enlazado de manera estable a la membrana.

En otro ejemplo más de la presente invención, para examinar la estabilidad in vivo del péptido de fusión que se 45
enlaza al colágeno y tiene la capacidad de regenerar tejido óseo, el péptido de la SEQ ID NO: 24 marcado con FITC 
se enlazó a la membrana de colágeno que luego se trasplantó en un defecto de cráneo de conejo. 4 semanas
después del trasplante, el animal fue sacrificado y la membrana trasplantada en el defecto del cráneo se observó 
con un microscopio confocal. Antes y en los días 1, 3, 7, 14, 21 y 28 después de que la membrana enlazada al 
péptido de la SEQ ID NO: 24 marcada con FITC se trasplantó en el defecto del cráneo de conejo, se recolectó la 50
sangre y se midió, utilizando un fluorómetro, si se liberó el péptido en la sangre sistémica. Como resultado, se 
demostró que el péptido estaba bien fijado a la superficie de la membrana trasplantada en el cráneo y no se extendió 
al tejido circundante y que los valores de RFI no diferían del valor antes del trasplante, lo que sugiere que el péptido 
incluido en la membrana no se liberó en la sangre y el péptido se fijó bien a la membrana de colágeno.

En otro ejemplo más de la presente invención, para examinar la capacidad de regeneración ósea in vivo del péptido 55
de fusión que se enlaza a la membrana de colágeno y tiene la capacidad de regenerar tejido óseo, cada uno de los 
péptidos de las SEQ ID NOS: 1, 9 y 24 se enlazó a la membrana de colágeno, y luego se transplantó en el defecto 
circular del cráneo de conejos, y se examinó la capacidad de regeneración ósea. Específicamente, se formó un 
defecto óseo circular con un diámetro de 8 mm en el cráneo de conejos anestesiados y se cubrió con la membrana 
de colágeno, y el periostio y la piel se suturaron doblemente. A las 4 semanas después del trasplante, el animal se 60
sacrificó y la muestra recolectada se fijó en una solución de formalina. El tejido se incrustó para preparar una 
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muestra con un espesor de 20 µm. La muestra se tiñó con fucsina y azul de toluidina para preparar una muestra no 
desmineralizada. La muestra preparada se observó con un microscopio óptico y se fotografió. Se examinó el efecto 
de regeneración ósea de la membrana que comprende el péptido de fusión que se enlaza específicamente al 
colágeno y tiene la capacidad de regenerar el tejido óseo, y como resultado, la capacidad de regeneración ósea de 
la membrana de colágeno que tiene el péptido de SEQ ID NO: 24 enlazado al mismo, se incrementó en comparación 5
con el de la membrana de colágeno que tiene el péptido de la SEQ ID NO: 1 o 9 enlazada al mismo, lo que sugiere 
que el péptido de fusión enlazado de manera estable al colágeno tiene una mayor capacidad para regenerar el tejido 
óseo, ya que reside de manera estable en el sitio trasplantado.

Ejemplos

De aquí en adelante, la presente invención se describirá con más detalle con referencia a ejemplos. Será obvio para 10
una persona con experiencia ordinaria en la técnica que estos ejemplos son solo para fines ilustrativos y no deben 
interpretarse como limitantes del alcance de la presente invención.

Ejemplo 1: Preparación de un péptido de fusión que se enlaza específicamente al colágeno y tiene la capacidad de 
regenerar tejido óseo

Un péptido de fusión, que se enlaza específicamente al colágeno y tiene la capacidad de regenerar tejido óseo, se 15
sintetizó secuencialmente desde el extremo terminal N mediante un procedimiento de síntesis en fase sólida Fmoc 
usando un sintetizador de péptidos para comprender el péptido de la SEQ ID NO: 1 (GLRSKSKKFRRPDIQYPDA) 
que se enlaza al colágeno y al péptido de la SEQ ID NO: 9 (RHPLYVDFSDVGWNDWIVA) que tiene la capacidad de 
regenerar tejido óseo. Específicamente, se introdujeron 50 mg de una resina Rink (0,075 mmol/g, malla 100-200, 
entrecruzamiento DVB al 1 %) que tiene el grupo bloqueador Fmoc-(9-fluorenilmetoxicarbonilo) enlazado a la misma,20
en un sintetizador y se hinchó con DMF, y luego el grupo Fmoc se eliminó utilizando 20 ml de solución de 
piperidina/DMF al 20 %. De acuerdo con la secuencia del terminal C, se introdujeron 5 ml de solución de aminoácido 
0,5 M (disolvente: DMF), 5 ml de DIPEA 1,0 M (disolvente: DMF y NMP) y 5 ml de HBTU 0,5 M (disolvente: DMF), en 
el sintetizador y se dejó reaccionar bajo una atmósfera de nitrógeno durante 1-2 horas. Cuando terminaron las 
etapas de desprotección y acoplamiento, el lavado con DMF se llevó a cabo dos veces, e incluso después de que se 25
acopló el aminoácido final, se llevó a cabo la desprotección para eliminar el grupo Fmoc, preparando así un péptido 
de fusión (SEQ ID NO: 24) para regeneración del tejido óseo que se enlaza específicamente al colágeno.

SEQ ID NO: 24: GLRSKSKKFRRPDIQYPDARHPLYVDFSDVGWNDWIVA

La síntesis del péptido se confirmó utilizando la prueba de ninhidrina. Después de la prueba y la finalización de la 
síntesis, la resina se secó con DCM, y luego se añadió un cóctel de escisión de TFA a la resina en una proporción 30
de 20 ml por g de la resina, y la mezcla se agitó durante 3 horas y se filtró para separar la resina del cóctel que tiene 
el péptido disuelto en ella. La solución filtrada se eliminó utilizando un evaporador rotatorio, y luego se añadió 1 ℓ de 
éter frío directamente a la solución de cóctel de TFA que tiene el péptido disuelto en ella para cristalizar el péptido en 
un sólido que luego se aisló mediante centrifugación. Aquí, el cóctel de TFA se eliminó completamente lavando 
varias veces con éter y centrifugando, y el péptido así obtenido se disolvió en agua destilada y se liofilizó. La 35
secuencia peptídica sintetizada se escindió de la resina, se lavó, se liofilizó, y luego se aisló y se purificó por 
cromatografía líquida. Se encontró que el péptido purificado tenía un peso molecular de 4.534, medido por análisis 
MALDI.

Además, para probar la estabilidad in vivo del péptido, se enlazaron 0,3 g de FITC (isotiocianato de fluoresceína) al 
terminal N del péptido de la SEQ ID NO: 24 en 12 ml de un disolvente de reacción (piridina: DMC: MC=12:7:5). Se 40
encontró que el péptido resultante tenía un peso molecular de 4.934, medido por MALDI-TOF.

Ejemplo 2: examen de la capacidad de enlace al colágeno del péptido de fusión que se enlaza específicamente al 
colágeno y tiene la capacidad de regenerar tejido óseo

Se disolvió 1 g de colágeno derivado de la piel porcina en 100 ml de HCl 0,1 M a una concentración del 1 % (p/v), y 
luego se neutralizó el pH de la solución de colágeno y se evaporó el disolvente hasta la solución de colágeno a 4 %.45

Para preparar una membrana, se vertieron 8 ml de la solución de colágeno concentrada en una placa de 60 cm de 
diámetro y se mezclaron, y para preparar un armazón tridimensional, se vertió 1 ml de la solución de colágeno en 
una placa de 24 pozos para cultivo celular y mixto. Luego, se añadió glutaraldehído al 1 % o gliceralaldehídos al 1 %
para entrecruzar la solución de colágeno, y el colágeno entrecruzado se lavó con agua destilada y se liofilizó (véase 
la Figura 1).50

Se humedecieron 0,038 g de la membrana preparada con un tamaño de 1x1 cm y un espesor de 250 µm con 10 mg 
del péptido de fusión de la SEQ ID NO: 24 en 100 µl de agua desionizada (DW), se dejó reposar a 4 °C durante 8 
horas, se lavó con PBS y se liofilizó. La membrana de colágeno que tiene el péptido enlazado a ella se añadió a 10 
ml de PBS y se sometió a una prueba de liberación de péptidos a 37 ºC.
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Después de 7 días, se eliminaron completamente 10 ml del disolvente de elución agregado, y luego se agregaron 10 
ml de un disolvente de elución fresco a la membrana de colágeno que luego se eluyó a 37 °C durante 4 semanas. 
Una vez completada la elución, se recolectó la membrana y se midió el contenido de péptido de la misma.

La prueba de elución se realizó durante 4 semanas y se midió el contenido del péptido en el eluato y, como 
resultado, en los lotes 1, 2 y 3 no se observó el pico del péptido en el tiempo de retención de 13 minutos, pero los 5
contenidos peptídicos medidos después de completar la elución fueron 9,2 mg, 9,43 mg y 9,68 mg (ver Tablas 2 y 
3). Esto sugiere que el péptido enlazado a la membrana se liberó en el eluato y que el péptido se enlazó de manera 
estable a la membrana.

Procedimiento de preparación de la solución de la muestra

Se pesaron con precisión 0,038 g de la membrana que tiene el péptido enlazado al mismo, y se agregaron 5 ml de 10
disolvente de fase móvil A, seguido de sonicación durante 1 hora. A continuación, se añadieron 5 ml de disolvente 
de fase móvil B y se mezclaron con la solución de membrana, y luego la mezcla se centrifugó a 4.500 rpm durante 
30 minutos. Se tomó 1 ml del sobrenadante y se filtró a través de un filtro de 0,22 miliporos para obtener una 
solución de muestra.

Procedimiento de preparación de la solución estándar15

Se secó un estándar de péptidos en un desecador (gel de sílice) durante 5 horas, y se disolvieron aproximadamente 
10 mg del péptido seco en un disolvente de fase móvil A. Se usaron 10 ml de la solución como una solución 
estándar.

Procedimiento de prueba

Se probaron 10 µl of de cada una de las soluciones de muestra y la solución estándar bajo las siguientes 20
condiciones operativas de la cromatografía de líquidos para medir el área de pico AT de cada una de las soluciones
de muestra y la solución estándar.

Cantidad de péptido (mg) = cantidad (mg) de péptido estándar X AT/AT

Las condiciones de análisis de la cromatografía líquida fueron las siguientes:

Instrumento: HPLC analítico (Shimadzu, Japón);25

Columna: rellena con gel de sílice enlazada a C18 con un tamaño de 5 µm (longitud: 250 mm y diámetro 
interior: 4,6 mm);

Fase móvil: ácido trifluoroacético al 0,1 %/DDW (disolvente A) y ácido trifluoroacético al 0,098 %/acetonitrilo 
(disolvente B);

Detector: espectrofotómetro UV (longitud de onda de medición: 230 nm);30

rata de flujo: 1 ml/min

Temperatura de la columna: temperatura constante de 40 °C.

Tabla 1: Condiciones de gradiente

Tiempo (min) Composición solvente B ( %)

1 5

35 100

45 100

50 5

60 5

35
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Lote No. Días Nombre Tiempo Ret. Area Altura mg

1

7 RT13 0,000 0 0 0

14 RT13 0,000 0 0 0

28 RT13 0,000 0 0 0

2

7 RT13 0,000 0 0 0

14 RT13 0,000 0 0 0

28 RT13 0,000 0 0 0

3

7 RT13 0,000 0 0 0

14 RT13 0,000 0 0 0

28 RT13 0,000 0 0 0

Tabla 3: Contenido del péptido de la SEQ ID NO: 24 que permanece en la membrana de colágeno

Lote No. Nombre Tiempo Ret. Area Altura mg

1 RT13 RT13 1.276.751 51.132 9,20

2 RT13 RT13 1.374.499 51.711 9,43

3 RT13 RT13 144.963 56.018 9,68

Ejemplo 3: examen de la estabilidad in vivo del péptido de fusión que se enlaza al colágeno y tiene la capacidad de 
regenerar tejido óseo5

El péptido de la SEQ ID NO: 24 marcado con FITC se enlazó a una membrana de colágeno de la misma manera que 
se describe en el Ejemplo 2. La membrana de colágeno se transplantó en el defecto del cráneo de un conejo, y 
después de 4 semanas, la membrana transplantada en el defecto del cráneo fue observado por microscopía 
confocal (Olympus, Japón). Antes y en los días 1, 3, 7, 14, 21 y 28, después de que se trasplantaran 10 mg del 
péptido de la SEQ ID NO: 24 marcado con FITC en el defecto del cráneo de conejo, se recolectó la sangre y se 10
midió si ocurrió liberación del péptido en la sangre sistémica utilizando un fluorómetro.

Como resultado, se demostró que el péptido estaba bien fijado a la superficie de la membrana trasplantada en el 
cráneo y no se diseminó al tejido circundante (ver la Figura 3). Además, los valores de RFI para la membrana no 
difirieron del valor antes del trasplante, lo que sugiere que el péptido incluido en la membrana no se liberó en la 
sangre, lo que indica que el péptido estaba bien fijado a la membrana de colágeno (ver Figura 4).15

Ejemplo 4: examen de la capacidad de regeneración ósea in vivo del péptido de fusión que se enlaza a la 
membrana de colágeno y tiene la capacidad de regenerar tejido óseo

Cada uno de los péptidos de las SEQ ID NOS: 1, 9 y 24, preparados en el Ejemplo 1, se enlazaron a una membrana 
de colágeno de acuerdo con el procedimiento del Ejemplo 2, y luego se transplantaron en el defecto circular del 
cráneo de conejos, y se examinó la capacidad de regeneración ósea. Específicamente, se formó un defecto óseo 20
circular de 8 mm de diámetro en el cráneo de conejos anestesiados (conejos blancos de Nueva Zelanda; nombre de 
la especie: Cuniculus) y se cubrió con la membrana de colágeno, y el periostio y la piel se suturaron doblemente. A 
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las 4 semanas después del trasplante, el animal se sacrificó y la muestra recolectada se fijó en una solución de 
formalina. El tejido se incrustó para preparar una muestra con un espesor de 20 µm. La muestra preparada se tiñó 
con fucsina y azul de toluidina para preparar una muestra no desmineralizada. La muestra preparada se observó con 
un microscopio óptico y se fotografió.

Se examinó el efecto de regeneración ósea de la membrana que incluye el péptido de fusión que se enlaza5
específicamente al colágeno y tiene la capacidad de regenerar el tejido óseo, y como resultado, la capacidad de 
regeneración ósea de la membrana de colágeno que tiene el péptido de la SEQ ID NO: 24 enlazado al mismo, se 
incrementó en comparación con el de la membrana de colágeno que tiene el péptido de la SEQ ID NO: 1 o 9 
enlazada al mismo, lo que sugiere que el péptido de fusión enlazado de manera estable al colágeno tiene una mayor 
capacidad para regenerar el tejido óseo, porque reside de manera estable en el sitio trasplantado (ver figura 5). Por 10
lo tanto, se puede ver que el uso de la membrana que se enlaza al péptido de fusión, que se enlaza específicamente 
al colágeno y tiene la capacidad de regenerar tejido óseo, mostrará un efecto significativo sobre la regeneración del 
tejido óseo.

Ejemplo 5: Preparación de un péptido de fusión que se enlaza específicamente al colágeno y tiene actividad 
antibacteriana15

Para preparar un péptido de fusión que se enlaza específicamente al colágeno y tiene actividad antibacteriana, se 
sintetizó el péptido de la SEQ ID NO: 1 (GLRSKSKKFRRPDIQYPDA) que se enlaza al colágeno y el péptido de la 
SEQ ID NO: 26 (GKCSTRGRKCCRRKK) que tiene actividad antibacteriana. Usando los péptidos sintetizados, se 
sintetizó un péptido de fusión antibacteriano (SEQ ID NO: 29) que se enlaza específicamente al colágeno de la 
misma manera que se describe en el Ejemplo 1.20

SEQ ID NO: 29: GLRSKSKKFRRPDIQYPDAGKCSTRGRKCCRRKK

Ejemplo 6: Examen de la actividad antibacteriana del péptido de fusión que se enlaza específicamente al colágeno

Usando cada uno de los péptidos de las SEQ ID NOS: 1, 26 y 29, las membranas de colágeno se prepararon de la 
misma manera que se describe en el Ejemplo 2. Cada una de las membranas de colágeno preparadas se dejó 
reposar en 10 ml de PBS durante 1 hora y se secó en aire.25

Para evaluar la actividad antibacteriana de los péptidos, se realizó una prueba antibacteriana de acuerdo con el 
procedimiento de difusión en agar. Específicamente, las células de E. coli se cultivaron en medio TSB (caldo de soja 
tríptico) hasta que la absorbancia a 620 nm alcanzó 1, y luego las células se recolectaron y se usaron en la prueba. 
Las células cosechadas se diluyeron con PBS, y se sembraron 105-107 células bacterianas por Ml en una placa de 
TSA y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. En la placa que tiene las células bacterianas incubadas en ella, se 30
colocó una membrana de colágeno que tenía cada uno de los péptidos de las SEQ ID NO: 1, 26 y 29 enlazadas a la 
misma y se incubó durante 3 días, y luego se midió el diámetro de inhibición contra las células bacterianas inhibidas.

Como resultado, se pudo ver que la membrana de colágeno que tiene el péptido de la SEQ ID NO: 1 enlazado a la 
misma no tenía actividad antibacteriana antes y después del lavado, y la membrana de colágeno que tenía el 
péptido de la SEQ ID NO: 26 enlazada a la misma, tenía la mayor actividad antibacteriana antes del lavado, pero su 35
actividad antibacteriana disminuyó en aproximadamente un 50 % después del lavado. Además, la membrana de 
colágeno que tiene el péptido de la SEQ ID NO: 29 enlazada a la misma, mantuvo su actividad antibacteriana 
después del lavado en comparación con antes del lavado (véase la Figura 6). Esto sugiere que el péptido de fusión 
del péptido de enlace a colágeno y el péptido antibacteriano mantuvieron su capacidad de enlace a colágeno incluso 
después del lavado, y por esta razón, la actividad antibacteriana del mismo no cambió.40

Aplicabilidad industrial

La presente invención proporciona una membrana de colágeno que tiene actividad superficial por un péptido de 
fusión enlazado a la superficie de la misma. Cuando la membrana de colágeno se transplanta in vivo, el tiempo de 
retención del péptido de fusión en una región local puede aumentar, y el péptido de fusión puede promover la 
migración celular, proliferación y diferenciación asociadas con la regeneración del tejido óseo, maximizando así la 45
capacidad de regenerar el tejido óseo. Así, la membrana de colágeno contribuye al desarrollo de tecnología 
terapéutica para la inducción y regeneración ósea. Además, el péptido de fusión se puede aplicar a otros tipos de 
materiales de injerto hechos de colágeno. Además, el péptido de enlace a colágeno del péptido de fusión, también 
se puede enlazar a péptidos que tienen el efecto de regenerar otros tejidos y, por lo tanto, puede aplicarse como un 
biomaterial para la regeneración de otros tejidos como la piel.50

<110> Corporación de ingeniería biomédica nano inteligente. co. Ltd

<120> Membrana de colágeno activada en la superficie por péptido

<130> PP-B1059

<150> KR10-2011-0037840
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<151> 2011-04-22

<160> 29

<170> KopatentIn 1.71

<210> 1

<211> 195

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido de enlace a colágeno

<400> 110

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial15

<220>

<223> BMP-2

<400> 2

<210> 320

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BMP-425

<400> 3

<210> 4

<211> 17

<212> PRT30
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BMP-6

<400> 4

5

<210> 5

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>10

<223> BMP-2

<400> 5

<210> 6

<211> 2515

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BMP-2

<400> 620

<210> 7

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial25

<220>

<223> BMP-2

<400> 7
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<210> 8

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> BMP-2

<400> 8

<210> 910

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BMP-215

<400> 9

<210> 10

<211> 19

<212> PRT20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BMP-2

<400> 10

25

<210> 11

<211> 27

<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BMP-2

<400> 11

5

<210> 12

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>10

<223> BMP-4

<400> 12

<210> 13

<211> 2115

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BMP-4

<400> 1320

<210> 14

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial25

<220>

<223> BMP-4

<400> 14
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<210> 15

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> BMP-4

<400> 15

<210> 1610

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BMP-615

<400> 16

<210> 17

<211> 12

<212> PRT20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BMP-6

<400> 17

25

<210> 18

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>30
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<223> BMP-6

<400> 18

<210> 19

<211> 245

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BMP-6

<400> 1910

<210> 20

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial15

<220>

<223> BMP-7

<400> 20

<210> 2120

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BMP-725

<400> 21
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<210> 22

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> BMP-7

<400> 22

<210> 2310

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BMP-715

<400> 23

<210> 24

<211> 38

<212> PRT20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido de enlace a colágeno

<400> 24

25

<210> 25
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<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> hBD2-25

<400> 25

<210> 26

<211> 15

<212> PRT10

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> hBD3-3

<400> 26

15

<210> 27

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>20

<223> PDGF3

<400> 27

<210> 28

<211> 2225

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HB-EGF

<400> 2830
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<210> 29

<211> 34

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> Péptido de enlace a colágeno

<400> 29

10
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido de fusión que tiene capacidad de enlace a colágeno y actividad antibacteriana, comprendiendo el 
péptido de fusión un péptido de enlace a colágeno que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 unida 
a un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 26.

2. El péptido de fusión de la reivindicación 1, en el que el péptido de fusión tiene la secuencia de aminoácidos 5
expuesta en la SEQ ID NO: 29.

3. Una membrana de colágeno que tiene actividad antibacteriana, comprendiendo la membrana de colágeno el 
péptido de fusión de la reivindicación 1 o la reivindicación 2 fijado a la superficie de la misma.
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