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DESCRIPCION
Peptidoglicanos sintéticos de enlace a colageno, preparacion y método de utilizacion
CAMPO TECNICO

[0001] Esta invencion se refiere al campo de los peptidoglicanos y métodos de formacion y el uso de la misma
sintéticos de union a colageno.

ANTECEDENTES Y RESUMEN DE LA INVENCION

[0002] EI colageno es la proteina mas abundante en el cuerpo, presenta muchas sefiales bioldgicas y mantiene la
integridad mecanica de muchos tejidos diferentes. Su organizacion molecular determina su funcion, lo que ha hecho
de la fibrilogénesis del colageno un tema de interés en muchos campos de investigacion. El colageno tiene la
capacidad de auto-asociarse in vitro, formando geles que pueden actuar como un sustrato tridimensional y
proporcionar sefiales mecanicas y bioldgicas para el crecimiento celular. La investigacion sobre la fibrilogénesis del
colageno con y sin componentes adicionales de la matriz extracelular ha generado muchas preguntas sobre la
interaccion entre el colageno y otras moléculas de la matriz extracelular. Actualmente hay mas de 20 tipos de
colageno identificados, siendo el tipo | el mas comun. Muchos tejidos estan compuestos principalmente de colageno
tipo |, que incluye tendon, ligamento, piel y huesos. Si bien cada una de estas estructuras también contiene otros
tipos de colageno, proteoglicanos y glicosaminoglicanos, y minerales en el caso de los huesos, el componente
principal es el colageno tipo |. La dramatica diferencia en la integridad mecanica que exhibe cada una de estas
estructuras se debe en gran medida a la intrincada organizacion del colageno y la interaccion con otros
componentes de tipo | que no son colageno.

[0003] La decorina es un proteoglicano que se sabe que influye en la fibrilogénesis del colageno, que en
consecuencia puede modificar la informacién mecanica y biolégica en un gel de colageno. Las sefales resultantes
de los cambios estructurales en la organizacion del colageno, asi como las sefiales Unicas contenidas en las
cadenas de glicosaminoglicanos que forman parte de los proteoglicanos, alteran el comportamiento celular y ofrecen
un mecanismo para disefiar matrices de colageno para proporcionar las respuestas celulares deseadas. En
consecuencia, hemos desarrollado peptidoglicanos sintéticos de unién al colageno que influyen en la organizacion
del colageno a nivel molecular. Estos peptidoglicanos sintéticos de unién a colageno se disefian en base a péptidos
de union a colageno unidos, por ejemplo, a un glicano, como un glicosaminoglicano o un polisacarido, y se pueden
adaptar con respecto a estos componentes para aplicaciones especificas. Los peptidoglicanos sintéticos de unién al
colageno descritos en este documento influyen en las caracteristicas morfolégicas, mecanicas y biologicas de las
matrices de colageno y, por consiguiente, alteran el comportamiento celular, haciendo que estas moléculas sean
utiles para aplicaciones de ingenieria de tejidos.

[0004] En una descripcidn, se proporciona una matriz de colageno que comprende una matriz de colageno y un
peptidoglicano sintético de unién a colageno. En esta descripcion, el 1) colageno puede estar reticulado o no
reticulado, 2) el peptidoglicano sintético que se une al colageno puede tener una homologia de aminoacidos con una
porcién de la secuencia de aminoacidos de una proteina o un proteoglicano que regula la fibrilogénesis del colageno
o el peptidoglicano sintético de enlace de colageno puede ser un peptidoglicano sintético aberrante que se une al
colageno, 3) la matriz de colageno disefiada puede comprender ademas una poblacion exdgena de células, 4) la
poblacion exdgena de células puede seleccionarse de células epiteliales no queratinizadas o queratinizadas o una
poblaciéon de células seleccionadas del grupo que consiste en células endoteliales, células mesodérmicas, células
mesoteliales, sinoviocitos, células neurales, células gliales, células de osteoblastos, fibroblastos, condrocitos,
tenocitos, células musculares lisas, células musculares esqueléticas, células musculares cardiacas, células
progenitoras multipotenciales (P. €j., células madre, incluidas las células progenitoras de la médula 6sea) y células
osteogénicas, 5) la matriz de colageno disefiado puede comprender ademas al menos un polisacarido, 6) el
peptidoglicano sintético que se une al colageno puede ser un compuesto de férmula P,Gx en donde n es 1 a 10, en
donde x es 1 a 10, en donde P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a alrededor de 40 aminoacidos que
comprende una secuencia de un dominio de union a colageno, y en donde G es un glicano (por ejemplo, un
glicosaminoglicano o un polisacarido), 7) el peptidoglicano sintético de enlace a colageno puede ser un compuesto
de férmula (Pn,L)xG en donde n es 1 a 5, en donde x es 1 a 10, en donde P es un péptido sintético de
aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos que comprenden una secuencia de un dominio de unién a
colageno, en donde L es un enlazador, y en donde G es un glicano, 8) el peptidoglicano sintético de union a
colageno puede ser un compuesto de féormula P(LG,)x en donde nes 1 a 5, en donde x es 1 a 10, en donde P es un
péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos que comprende una secuencia de un
dominio de unién a colageno, en donde L es un enlazador, y en donde G es un glicano, 9) el péptido sintético puede
tener homologia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de un pequefio proteoglicano rico en leucina o
una secuencia del receptor de plaquetas, 10) el péptido sintético puede tener homologia de aminoacidos con la
secuencia de aminoacidos de una secuencia del receptor de colageno plaquetario, 11) el péptido puede comprender
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en RRANAALKAGELYKSILYGC,
RLDGNEIKRGC, AHEEISTTNEGVMGC, NGVFKYRPRYFLYKHAYFYPPLKRFPVQGC, CQDSETRTFY,
TKKTLRTGC, GLRSKSKKFRRPDIQYPDATDEDITSHMGC, SQNPVQPGC, SYIRIADTNITGC, SYIRIADTNIT,
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KELNLVYT, KELNLVYTGC, GSITTIDVPWNYV, y GSITTIDVPWNVGC, 12) el glicano se puede seleccionar del grupo
que consiste en alginato, agarosa, dextrano, condroitina, dermatan, sulfato de dermatan, heparan, heparina,
queratina y hialuronano, 13) el glucano se puede seleccionar del grupo que consiste en sulfato de dermatan,
dextrano y heparina, 14) el colageno se puede seleccionar del grupo que consiste en colageno tipo |, colageno tipo
I, colageno tipo lll, colageno tipo IV y combinaciones de los mismos, 15) el glicano puede ser un glicosaminoglicano
o un polisacarido, o 16) la invenciéon puede incluir cualquier combinacion de las caracteristicas descritas en este
parrafo.

[0005] En otra descripcion ilustrativa, se proporciona un método de preparacion de una matriz de colageno. El
método comprende las etapas de proporcionar una solucién de colageno, proporcionar un peptidoglicano sintético
de unidén a colageno y polimerizar el colageno en presencia del peptidoglicano sintético de unién a colageno para
formar la matriz de colageno disefiada. Esta descripcion puede incluir cualquiera de las caracteristicas descritas en
el parrafo anterior. Ademas, en esta descripcion, la cantidad de colageno en la solucién de colageno puede ser de
aproximadamente 0,4 mg/ml a aproximadamente 6 mg/ml, y la relaciéon molar del colageno al peptidoglicano
sintético que se une al colageno puede ser de aproximadamente 1:1 a unos 40:1.

[0006] En aun otra realizacion se proporciona un compuesto de formula P,Gx en la que n es de 1 a 10, en donde x
es de 1 a 10, en donde P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en RRANAALKAGELYKSILY, y GSITTIDVPWNYV,
en donde G es un glicano, y en el que la secuencia del péptido puede modificarse para incluir un segmento de
glicina cisteina en el punto de unién para el glicano.

[0007] En una realizacién adicional, se proporciona un compuesto de férmula (P,L)xG en la que n es de 1 a 5, en el
que x es de 1 a 10, en donde P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos
que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en RRANAALKAGELYKSILY, vy
GSITTIDVPWNYV, en donde L es un enlazador, G es un glicano y en donde la secuencia del péptido puede
modificarse para incluir un segmento de glicina cisteina en el punto de unién para el glicano.

[0008] En todavia ofra realizacion ilustrativa, se proporciona un compuesto de férmula P(LG,)xenlaque nesde 1 a
5, en el que x es de 1 a 10, en donde P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40
aminoacidos que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en RRANAALKAGELYKSILY y
GSITTIDVPWNYV, en donde L es un enlazador, en donde G es un glicano, y en donde la secuencia del péptido
puede modificarse para incluir un segmento de glicina cisteina en el punto de unién para el glicano. En cualquiera de
estas realizaciones, el compuesto enlazador puede comprender la formula -SCH,CH,C(O)NHN=, el glicano puede
ser un glicosaminoglicano o un polisacarido, y cualquier caracteristica aplicables descritos anteriormente también
pueden ser incluidos.

[0009] En otro aspecto, se proporciona un método de alterar la estructura o las caracteristicas mecanicas de una
matriz de colageno. El método comprende las etapas de proporcionar una solucidon de colageno, proporcionar un
peptidoglicano sintético de union a colageno y polimerizar el colageno en presencia del peptidoglicano sintético de
union a colageno para formar la matriz de colageno alterada, modificada. También se puede incluir cualquier
caracteristica aplicable descrita anteriormente.

[0010] En otra descripcion, se proporciona un kit. El kit puede comprender cualquiera de las matrices de colageno
disefiadas anteriormente. En esta descripcion, la matriz de colageno manipulada puede esterilizarse, y el kit puede
comprender ademas células en las que las células pueden seleccionarse del grupo que consiste en células
mesoteliales, sinoviocitos, células progenitoras, fibroblastos, células neurales, células gliales, células de
osteoblastos, condrocitos, tenocitos, células endoteliales y células del musculo liso. La matriz de colageno disefiada
puede comprender cualquiera de los compuestos descritos anteriormente.

[0011] En una realizacién, se describe un método para inhibir la activacion de las plaquetas, comprendiendo el
método la etapa de proporcionar un peptidoglicano sintético de unién a colageno para poner en contacto el colageno
en el que el peptidoglicano sintético de union a colageno se une al colageno y en el que esta inhibida la activacion
de las plaquetas. En ofra realizacién, se describe un método para inhibir la adhesidon de plaquetas al colageno,
comprendiendo el método la etapa de proporcionar un peptidoglicano sintético de unién al colageno para poner en
contacto el colageno en el que el peptidoglicano sintético de unién al colageno se une al colageno y en el que se
inhibe la adhesion de las plaquetas al colageno. En otra realizacién, se proporciona cualquiera de los métodos
anteriores en los que el glicano se selecciona del grupo que consiste en hialuronano, heparina y dextrano. En otra
realizacién mas, el peptidoglicano sintético de unién a colageno usado en cualquiera de los métodos anteriores
comprende un péptido seleccionado del grupo que consiste en RRANAALKAGELYKSILYGC, GSITTIDVPWNV y
GSITTIDVPWNVGC.

[0012] En todavia otra descripcién, se proporciona una construccion de injerto. El constructo de injerto comprende
cualquiera de las matrices de colageno disefiadas anteriormente.
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FIGURA 1 muestra una representacion esquematica de la interacciéon entre proteoglicanos vecinos en cadenas
de tropocolageno adyacentes que es importante para determinar las propiedades mecanicas y de alineacion de
los medicamentos de colageno.

FIGURA 2. Imagenes de AFM realizadas en modo de contacto, con una tasa de escaneo de 2 Hz con punta de
modo de contacto de nitruro de silicio k = 0,05 N/m puntas y punto de ajuste de deflexion: 0-1 voltios, de
muestras de gel preparadas como en el EJEMPLO 16 (10:1 colageno: tratamiento) después de la deshidratacion
con etanol. Las muestras son para colageno solo (colageno) y para colageno con sulfato de dermatan (DS), con
decorina (Decorina), sulfato de dermatan-RRANAALKAGELYKSILYGC conjugado (DS-SILY) y sulfato de
dermatan- SYIRIADTNIT conjugado (DS-SYIR).

FIGURA 3. Exploracion de resonancia de plasmon superficial en modo de asociaciéon y modo de disociacion del
péptido RRANAALKAGELYKSILYGC (SILY) que se une al colageno unido a las placas CM-3. SILY se disolvio
en 1x tampén HBS-EP a concentraciones variables de 100 uM a 1,5 uM en diluciones de 2 veces.

FIGURA 4. Union del péptido SILY modificado con dansilo al colageno medido en una placa de alta unién de 96
pocillos (negro con un fondo transparente (Costar)). PBS, solo tampdén; BSA, pocillo tratado con BSA; Colageno,
pocillo tratado con colageno. Las lecturas de fluorescencia se tomaron en un espectrofotéometro M5 Spectramax
(Molecular Devices) a longitudes de onda de excitacién/emisién de 335nm/490nm, respectivamente.

FIGURA 5. Curva de unién a péptido SILY de colageno-dansilo derivado de los datos de fluorescencia descritos
en la FIGURA 4.

FIGURA 6. Una descripcion esquematica del reactivo, PDPH y la quimica de la conjugacion en dos etapas de un
péptido que contiene cisteina con un glucosilaminoglucésido oxidado que muestra la liberacion de 2-piridiltiol en
la etapa final.

FIGURA 7, Medicion de la absorbancia a 343 nm antes del tratamiento con DTT de sulfato de dermatan oxidado
conjugado a PDPH, y después del tratamiento con DTT, que libera 2-piridiltiol del conjugado. Las mediciones
permiten la determinacién de la relacién de PDPH a sulfato de dermatan oxidado. La medida AA = 0.35,
corresponde a 1,1 moléculas de PDPH/DS.

FIGURA 8, Unidn del péptido SILY modificado con dansilo conjugado a sulfato de dermatan como se describe en
el presente documento al coldgeno medido en una placa de alta uniéon de 96 pocillos (negro con un fondo
transparente (Costar)). PBS, solo tampdn; BSA, pocillo tratado con BSA; Colageno, pocillo tratado con colageno.
Las lecturas de fluorescencia se tomaron en un espectrofotometro M5 Spectramax (Molecular Devices) en
longitudes de onda de excitacion/emision de 335nm/490nm respectivamente.

FIGURA 9, Medicién del médulo de corte de las muestras de gel (4mg/mL de colageno, 10:1 colageno:
tratamiento) en un redmetro AR-G2 con una geometria de placa paralela de acero inoxidable de 20 mm (TA
Instruments, New Castle, DE) y el acero inoxidable de 20 mm. la geometria de la placa paralela de acero se
redujo a una distancia de separaciéon de 600 uM usando un control de fuerza normal de 0,25N. Col, sin
tratamiento, es decir, colageno solo; Col+DS, colageno + sulfato de dermatan; Col+decorina, colageno +
decorina; Col+DS-SYIR, colageno + sulfato de dermatan-SYIR; Col+DS-SILY, conjugado de colageno + sulfato
de dermatan-SILY; Col+SILY, colageno + péptido SILY; Col+SYIR, colageno + péptido SYIRIADTNIT (SYIR).
FIGURA 10. Medicion del médulo de corte de las muestras de gel (4mg/mL de colageno, 5:1 colageno:
tratamiento) en un reémetro AR-G2 con 20 mm de geometria de placas paralelas de acero inoxidable (TA
Instruments, New Castle, DE) y el acero inoxidable de 20mm la geometria de la placa paralela de acero se redujo
a una distancia de separacion de 600 uM usando un control de fuerza normal de 0,25N. Col, sin tratamiento, es
decir, colageno solo; Col+DS, colageno + sulfato de dermatan; Col+decorina, colageno + decorina; Col+DS-
SYIR, colageno + sulfato de dermatan-SYIR; Col+DS-SILY, conjugado de colageno + sulfato de dermatan-SILY;
Col+SILY, péptido SILY; Col+SYIR, colageno + péptido SYIR.

FIGURA 11. Medicidn del médulo de corte de muestras de gel (4mg/mL colageno, colageno 30:1: tratamiento) en
un redmetro AR-G2 con geometria de placa paralela de acero inoxidable de 20 mm (TA Instruments, New Castle,
DE) y acero inoxidable de 20 mm. la geometria de la placa paralela de acero se redujo a una distancia de
separacion de 600 uyM usando un control de fuerza normal de 0,25N. Col, sin tratamiento, es decir, colageno
solo; Col+DS, colageno + sulfato de dermatan; Col+decorina, colageno + decorina; Col+DS-SYIR, conjugado de
colageno + sulfato de dermatan-SYIR; Col+DS-SILY, colageno + sulfato de dermatan-SILY conjugado; Col+SILY,
colageno + péptido SILY; Col+SYIR, colageno + péptido SYIR.

FIGURA 12. Medicién del médulo de corte de muestras de gel (1,5mg/mL colageno lll, colageno 5:1: tratamiento)
en un reémetro AR-G2 con geometria de placa paralela de acero inoxidable de 20 mm (TA Instruments, New
Castle, DE), y la geometria de la placa paralela de acero inoxidable de 20 mm se redujo a una distancia de
separacion de 500 uM usando un control de fuerza normal de 0,25N. ¢ - sin tratamiento, es decir, colageno Il
solo; M - colageno + sulfato de dermatan (1:1); + - colageno + sulfato de dermatan (5:1); x - conjugado de
colageno + sulfato de dermatan-KELNLVYTGC (DS-KELN) (1:1); & - colageno + sulfato de dermatan-KELN
conjugado (5:1); @ - colageno + péptido KELNLVYTGC (KELN).

FIGURA 13. Medicién del modulo de corte de las muestras de gel (1,5mg/mL colageno lll, colageno 5:1:
tratamiento) en un reémetro AR-G2 con geometria de placa paralela de acero inoxidable de 20 mm (TA
Instruments, New Castle, DE), y La geometria de la placa paralela de acero inoxidable de 20 mm se redujo a una
distancia de separacion de 500 yM usando un control de fuerza normal de 0,25N. ¢ - sin tratamiento, es decir,
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colageno Il solo; M - colageno + sulfato de dermatan (1:1); + - colageno + sulfato de dermatan (5:1); x -
conjugado colageno + sulfato de dermatan-GSIT (DS-GSIT) (1:1); &4 - conjugado de colageno + sulfato de
dermatan-GSIT (5:1); ® - colageno + péptido GSITTIDVPWNVGC (GSIT).

FIGURA 14. Medicion de la turbidez. Las soluciones de gel se prepararon como se describe en el EJEMPLO 16
(colageno 4 mg/ml y 10:1 de colageno para el tratamiento, a menos que se indique lo contrario) y se afadieron
50 ml/pocillo a 4°C a una placa de 384 pocillos. La placa se mantuvo a 4°C durante 4 horas antes de iniciar la
formacion de fibrillas. Se us6 un SpectraMax M5 a 37°C para medir la absorbancia a 313 nm a intervalos de 30 s
durante 6 horas. Col, sin tratamiento, es decir, solo colageno; DS, colageno + sulfato de dermatan; decorina,
colageno + decorina; DS-SILY, conjugado de colageno + sulfato de dermatan-SILY; DS-SYIR, conjugado de
colageno + sulfato de dermatan-SYIR.

FIGURA 15. Medicion de la turbidez. Las soluciones de gel se prepararon como se describe en el EJEMPLO 16
(colageno 4 mg/ml y 10:1 de colageno para el tratamiento, a menos que se indique lo contrario) y se afadieron
50 ml/pocillo a 4°C a una placa de 384 pocillos. La placa se mantuvo a 4°C durante 4 horas antes de iniciar la
formacion de fibrillas. Se us6 un SpectraMax M5 a 37°C para medir la absorbancia a 313 nm a intervalos de 30 s
durante 6 horas. Col, sin tratamiento, es decir, solo colageno; DS, colageno + sulfato de dermatan; decorina,
colageno + decorina; DS-SILY, conjugado de colageno + sulfato de dermatan-SILY.

FIGURA 16. Medicion de la turbidez. Las soluciones de gel se prepararon como se describe en el EJEMPLO 16
(colageno 4 mg/ml y colageno 1:1 a tratamiento, a menos que se indique lo contrario) y se agregaron 50
ml/pocillo a 4°C a una placa de 384 pocillos. La placa se mantuvo a 4°C durante 4 horas antes de iniciar la
formacion de fibrillas. Se us6 un SpectraMax M5 a 37°C para medir la absorbancia a 313 nm a intervalos de 30 s
durante 6 horas. Col, sin tratamiento, es decir, solo colageno; DS, colageno + sulfato de dermatan 10:1; SILY,
colageno + péptido SILY; SYIR, colageno + péptido SYIR.

FIGURA 17. Vida media de la fibrilogénesis medida a partir de los datos presentados en la FIGURA 14. Col, sin
tratamiento, es decir, solo colageno; DS, colageno + sulfato de dermatan; decorina, colageno + decorina; DS-
SILY, conjugado colageno + sulfato de dermatan-SILY; DS-SYIR, conjugado de colageno + sulfato de dermatan-
SYIR.

FIGURA 18. Imagenes de microscopia de reflexion confocal preparadas de acuerdo con el EJEMPLO 16 (4
mg/ml de colageno, 10:1 colageno: tratamiento) registradas con un microscopio confocal Olympus FV1000
utilizando una lente de inmersion en agua 60X, 1,4 NA. Las muestras se iluminaron con luz laser de 488 nmy la
luz reflejada se detectd con un tubo fotom-multiplicador utilizando un filtro de reflexion azul. Se tomaron
imagenes de cada gel a 100 yM de la parte inferior del gel, y se tomaron imagenes de tres ubicaciones
separadas para garantizar un muestreo representativo. Colageno, sin tratamiento, es decir, colageno solo;
Col+DS, colageno + sulfato de dermatan; Col+Decorina, colageno + Decorina; Col+DS-SILY, conjugado de
colageno + sulfato de dermatan-SILY; Col+DS-SYIR, conjugado colageno + sulfato de dermatan-SYIR.

FIGURA 19. Imagenes de microscopia electronica de crio-barrido de la estructura del gel con un aumento de
5000. Se formaron geles para crio-SEM, como en el EJEMPLO 16 (4mg/mL colageno, 10:1 colageno:
tratamiento), directamente en la etapa SEM y se incuba a 37°C durante la noche. Cada muestra se evaporé bajo
condiciones de sublimacién durante 20 min. La muestra se recubrié con recubrimiento de pulverizacién de platino
durante 120 s. Las muestras se transfirieron a la etapa criogénica a -130°C y se tomaron imagenes de las
regiones con una orientacion similar para la comparacion entre los tratamientos. Colageno, sin tratamiento, es
decir, colageno solo; Col+DS, colageno + sulfato de dermatan; Col+Decorina, colageno + Decorina; Col+DS-
SILY, colageno + sulfato de dermatan-SILY conjugado; Col+DS-SYIR, conjugado colageno + sulfato de
dermatan-SYIR.

FIGURA 20. Imagenes de microscopia electronica de crio-barrido de la estructura del gel con un aumento de
5000. Se formaron geles para crio-SEM, como se describe en el EJEMPLO 22 (1 mg/ml de colageno (Tipo IIl),
colageno 1:1: tratamiento), directamente en la etapa SEM. Se tomaron imagenes de regiones con orientacion
similar para la comparacion entre tratamientos. Panel a, colageno, sin tratamiento, es decir, colageno solo; Panel
b, colageno + sulfato de dermatan; Panel c, conjugado colageno + sulfato de dermatan-KELN; Panel d,
conjugado de colageno + sulfato de dermatan-GSIT.

FIGURA 21. La fracciéon de espacio vacio promedio medida a partir de las imagenes Cryo-SEM mostradas en la
FIGURA 20. a) Colageno, sin tratamiento, es decir, solo colageno; b) colageno + sulfato de dermatan; c)
conjugado de colageno + sulfato de dermatan-KELN; d) conjugado de colageno + sulfato de dermatan-GSIT.
Todas las diferencias son significativas con p = 0,05.

FIGURA 22. El diametro promedio de las fibrillas medido a partir de las imagenes de Cryo-SEM que se muestran
en la FIGURA 19. Colageno, sin tratamiento, es decir, solo colageno; Col+DS, colageno + sulfato de dermatan;
Col+Decorina, colageno + Decorina; Col+DS-SILY, colageno + sulfato de dermatan-SILY conjugado; Col+DS-
SYIR, conjugado colageno + sulfato de dermatan-SYIR.

FIGURA 23. La distancia promedio entre laminas de colageno medida a partir de las imagenes de Cryo-SEM
mostradas en la FIGURA 19. Colageno, sin tratamiento, es decir, solo colageno; Col+DS, colageno + sulfato de
dermatan; Col+Decorina, colageno + Decorina; Col+DS-SILY, conjugado de colageno + sulfato de dermatan-
SILY; Col+DS-SYIR, conjugado colageno + sulfato de dermatan-SYIR.

FIGURA 24. Medicion de la absorbancia a 343 nm antes del tratamiento de heparina oxidada conjugada a PDPH,
y después del tratamiento con SILY, que libera 2-piridiltiol del conjugado y permite la determinacion de la
proporcion de péptido SILY conjugado con heparina oxidada. EI AA medido corresponde a 5,44 moléculas
SILY/heparina oxidada.

FIGURA 25. Medicion de la proliferacion de células del musculo liso de la arteria coronaria humana en geles de
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colageno preparados con peptidoglicanos sintéticos que se unen al colageno. Colageno, sin tratamiento, es
decir, colageno solo; DS, colageno + sulfato de dermatan; DS-SILY, conjugado de colageno + sulfato de
dermatan-SILY; DS-SYIR, colageno + conjuncion de sulfato de dermatan-SYIR; SILY, colageno + péptido SILY; y
SYIR, colageno + péptido SYIR.

FIGURA 26. Caracterizacion de la conjugacion DS-SILY. Después de 2 horas, un AA 343nm final correspondio6 a
1,06 moléculas SILY agregadas a cada molécula DS. Tenga en cuenta que t = 0 es un punto de tiempo
aproximado de cero debido al ligero retraso entre la adicion de SILY al DS-PDPH y la medicion de la solucién a
343 nm.

FIGURA 27. Conjugacion de Dc13 a DS. La produccion de piridina-2-tiona medida por un aumento en la
absorbancia a 343 nm indica 0,99 péptidos Dc13 por cadena de polimero DS.

FIGURA 28. Union de fluorescencia de microplaca de DS-ZDc13 al colageno. DS-ZDc13 se unid
especificamente a la superficie del colageno de una manera dependiente de la dosis.

FIGURA 29. Fibrilogénesis De Colageno Por Mediciones De Turbidez. DS-Dc13 retrasa la fibrilogénesis y
disminuye la absorbancia general de una manera dependiente de la dosis. El péptido Dc13 libre, por el contrario,
parece tener poco efecto sobre la fibrilogénesis en comparacion con el colageno solo en la proporcion alta de
colageno: molar aditivo de 1:1.

FIGURA 30. Diametro medio de fibrillas de Crio-SEM. A. La decorina y los peptidoglicanos sintéticos disminuyen
significativamente el diametro de las fibrillas sobre el colageno o el colageno + DS. B. En comparacion con el
colageno solo, el péptido libre Dc13 no afecta el diametro de las fibrillas, mientras que SILY produce una
disminucion en el diametro de las fibrillas.

FIGURA 31. Compactacion en gel. A. y B. Dias 3 y 5, respectivamente: la decorina y los peptidoglicanos son
significativos en relacion con el colageno y el DS, * indica que DS-Dc13 y DS no son significativos en el dia 3.
Las barras no indican significacion. C. Dia 7: + La decorina es significativa contra todas las muestras, # DS es
significativa en comparacion con el colageno. D. Dia 10: ++ el colageno y el DS son significativos, £ DS-Dc13 es
significativo en comparacion con la decorina y el colageno.

FIGURA 32. Estimacion de elastina por ensayo Fastin. A. DS-SILY aumento significativamente la produccion de
elastina en todas las muestras. DS y DS-Dc13 disminuyeron significativamente la produccién de elastina sobre el
colageno. Las muestras de control de geles de colageno sin células no mostraron produccion de elastina. B. Los
péptidos libres dieron como resultado una ligera disminucion en la produccién de elastina en comparacion con el
colageno, pero ningun punto fue significativo.

FIGURA 33. Imagenes SEM de portaobjetos incubadas con plasma rico en plaquetas. Las flechas en el
tratamiento con heparina-SILY indican estructuras similares a las fibrillas Unicas de este tratamiento. Barra de
escala = 100 ym.

FIGURA 34. Densidad de fibrillas de Crio-SEM. Densidad de fibrillas, definida como la relacién entre el area que
contiene fibrillas y el espacio vacio. DS-SILY y el péptido SILY libre tenian una densidad de fibrillas
significativamente mayor, mientras que el colageno tenia una densidad de fibrillas significativamente mas baja.
DS-Dc13 no fue significativo en comparacion con el colageno.

FIGURA 35. Médulo de almacenamiento (G’) de geles de colageno. Ensayos mecanicos reoldgicos de geles de
colageno formados con cada aditivo a A. 5:1 B. 10:1 y C. Relaciéon molar 30:1 de colageno: aditivo. Se realizaron
barridos de frecuencia de 0,1 Hz a 1,0 Hz con una tension controlada de 1,0 Pa. Se presentan G'avg + S.E.
FIGURA 36. Ensayos de proliferacion celular y citotoxicidad. No se encontraron diferencias significativas entre
todos los aditivos en A. CyQuant B. Ensayos Vivos y C. Muertos.

FIGURA 37. Imagenes crio-SEM para la densidad de la fibrilla. Los geles de colageno se formaron en presencia
de cada aditivo en una proporcion molar 10:1 de colageno: aditivo. A. DS, Decorina, o peptidoglicanos. B.
Péptidos libres. Las imagenes se toman a 10.000x, barra de escala =5 pm.

FIGURA 38. Imagenes de AFM de geles de colageno. Se formaron geles de colageno en presencia de cada
aditivo en una proporcién molar de 10:1 de colageno: aditivo. Se observa banda D para todos los aditivos. Las
imagenes son de 1 um?2.

FIGURA 39. Inhibicién de la activacion plaquetaria. Medida determinando la liberacion de factores de activacion
Factor Plaquetario 4 (PF-4) y B-tromboglobulina (Nap-2). El colageno inmovilizado en la superficie de una placa
de 96 pocillos se incubd previamente con cada tratamiento y posteriormente se incubd con plasma rico en
plaquetas (PRP). Los valores se informan como un porcentaje del factor de activacion liberado por el tratamiento
en comparacion con la cantidad de factor de activacion liberado por el tratamiento de control (solucion salina
tamponada con fosfato, PBS). El * indica que la diferencia es significativa en comparacion con la superficie de
colageno sin tratamiento (solucion salina tamponada con fosfato, PBS). Dex, dextrano; Dex-SILY9, conjugado de
dextrano-(SILY)g; Hep, heparina; Hep-SILY, conjugado de heparina-SILY; HA, hialuronano; HA-SILY, conjugado
hialuronano-SILY; Péptido SILY, SILY. Debido a los limites de solubilidad, se incubaron Hep, Hep-SILY, HA y
HA-SILY a 25 ym. Todos los demas tratamientos fueron a 50 uM (después de que se retird el tratamiento, las
placas se lavaron con PBS <1 min, antes de la adicion de PRP). Los conjugados de Hep y HA (acido hialurénico)
contenian aproximadamente 4 péptidos por polisacarido.

FIGURA 40. Inhibicién de la activacion plaquetaria. Medida determinando la liberacion de factores de activacion
Factor Plaquetario 4 (PF-4) y B-tromboglobulina (Nap-2). El colageno inmovilizado en la superficie de una placa
de 96 pocillos se incubd previamente con cada tratamiento y posteriormente se incubd con plasma rico en
plaquetas (PRP). Los valores se informan como un porcentaje del factor de activacion liberado por el tratamiento
en comparacion con la cantidad de factor de activacion liberado por el tratamiento de control (solucion salina
tamponada con fosfato, PBS). Dex, dextrano; Dex-SILY6, conjugado de dextrano-(SILY)e; Hep, heparina; Hep-
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GSIT, conjugado de heparina-GSIT; GSIT, péptido GSIT; Péptido SILY, SILY. Los valores medidos para todos
los tratamientos son significativos frente a PBS. Dex, SILY y Dex-SILY6 estan a 25 pym, todos los demas
tratamientos son a 50 ym. El ** indica que el valor para el tratamiento con Hep-GSIT fue significativo en
comparacion con los valores para el tratamiento de Hep, similarmente el valor para el tratamiento con Dex-SILY6
fue significativo en comparacion con el valor para el tratamiento con Dex para PF4. (Después de retirar el
tratamiento, las placas se enjuagaron durante 20 minutos). Los conjugados de Hep contenian aproximadamente
4 péptidos por polisacarido.

FIGURA 41. Inhibicion de la union de plaquetas al colageno mediante un ensayo colorimétrico. El colageno
inmovilizado en la superficie de una placa de 96 pocillos se incubd previamente con cada tratamiento y
posteriormente se incubd con plasma rico en plaquetas (PRP). El ensayo de microplaca preparado como se
describe se preincubd con tratamientos con colageno, solo PBS; Dextrano; Dex-SILY®6, dextrano-(SILY)s; Péptido
SILY, SILY. * Significativo vs. colageno (sin tratamiento).

FIGURA 42. Imagen de fluorescencia de plaquetas adheridas. Las plaquetas adheridas se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y la actina plaquetaria se marcé con
faloidina-AlexaFluor 488. Se tomaron imagenes de las plaquetas adheridas utilizando un microscopio de
fluorescencia vertical utilizando un filiro DAPI. Sin tratamiento, es decir, colageno tratado con PBS.

FIGURA 43. Imagen de fluorescencia de plaquetas adheridas. Las plaquetas adheridas se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y la actina plaquetaria se marcé con
faloidina-AlexaFluor 488. Se tomaron imagenes de las plaquetas adheridas utilizando un microscopio de
fluorescencia vertical utilizando un filtro DAPI. Tratamiento: dextrano.

FIGURA 44. Imagen de fluorescencia de plaquetas adheridas. Las plaquetas adheridas se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y la actina plaquetaria se marcé con
faloidina-AlexaFluor 488. Se tomaron imagenes de las plaquetas adheridas utilizando un microscopio de
fluorescencia vertical utilizando un filtro DAPI. Tratamiento: conjugado de dextrano-SILY9

FIGURA 45. Imagen de fluorescencia de plaquetas adheridas. Las plaquetas adheridas se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y la actina plaquetaria se marcé con
faloidina-AlexaFluor 488. Se tomaron imagenes de las plaquetas adheridas utilizando un microscopio de
fluorescencia vertical utilizando un filiro DAPI. Sin tratamiento, es decir, colageno tratado con PBS.

FIGURA 46. Imagen de fluorescencia de plaquetas adheridas. Las plaquetas adheridas se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y la actina plaquetaria se marcé con
faloidina-AlexaFluor 488. Se tomaron imagenes de las plaquetas adheridas utilizando un microscopio de
fluorescencia vertical utilizando un filtro DAPI. Tratamiento: hialuronano.

FIGURA 47. Imagen de fluorescencia de plaquetas adheridas. Las plaquetas adheridas se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y la actina plaquetaria se marcé con
faloidina-AlexaFluor 488. Se tomaron imagenes de las plaquetas adheridas utilizando un microscopio de
fluorescencia vertical utilizando un filtro DAPI. Tratamiento: conjugado hialurénico-SILY.

FIGURA 48. Imagen de fluorescencia de plaquetas adheridas. Las plaquetas adheridas se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y la actina plaquetaria se marcé con
faloidina-AlexaFluor 488. Se tomaron imagenes de las plaquetas adheridas utilizando un microscopio de
fluorescencia vertical utilizando un filtro DAPI. Sin tratamiento, es decir, colageno tratado con PBS.

FIGURA 49. Imagen de fluorescencia de plaquetas adheridas. Las plaquetas adheridas se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y la actina plaquetaria se marcé con
faloidina-AlexaFluor 488. Se tomaron imagenes de las plaquetas adheridas utilizando un microscopio de
fluorescencia vertical utilizando un filtro DAPI. Tratamiento: heparina.

FIGURA 50. Imagen de fluorescencia de plaquetas adheridas. Las plaquetas adheridas se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y la actina plaquetaria se marcé con
faloidina-AlexaFluor 488. Se tomaron imagenes de las plaquetas adheridas utilizando un microscopio de
fluorescencia vertical utilizando un filtro DAPI. Tratamiento: conjugado heparina-SILY.

FIGURA 51. Imagen de fluorescencia de plaquetas adheridas. Las plaquetas adheridas se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y la actina plaquetaria se marcé con
faloidina-AlexaFluor 488. Se tomaron imagenes de las plaquetas adheridas utilizando un microscopio de
fluorescencia vertical utilizando un filtro DAPI. Sin tratamiento, es decir, colageno tratado con PBS.

FIGURA 52. Imagen de fluorescencia de plaquetas adheridas. Las plaquetas adheridas se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y la actina plaquetaria se marcé con
faloidina-AlexaFluor 488. Se tomaron imagenes de las plaquetas adheridas utilizando un microscopio de
fluorescencia vertical utilizando un filtro DAPI. Tratamiento: péptido SILY.

FIGURA 53. Degradacion del colageno determinada por hidroxiprolina. Tratamientos: Ctrl, sin células afadidas;
Col, colageno sin tratamiento afiadido; DS, sulfato de dermatan; Decorina; DS-SILY, conjugado de dermatan
sulfato-SILY; DS-Dc13, conjugado de dermatan sulfato Dc13; SILY, péptido SILY; Dc13, péptido dc13.

FIGURA 54. Inhibicién de la activacion plaquetaria. Medida determinando la liberacion de factores de activacion
Factor Plaquetario 4 (PF-4) y B-tromboglobulina (Nap-2). Los geles de colageno tipo | y lll en la superficie de una
placa de 96 pocillos se preincubaron con cada tratamiento y posteriormente se incubaron con PRP. La activacion
de las plaguetas se midi6 mediante la liberacion de los factores de activacion PF-4 y Nap-2. Tratamientos: PBS,
tampon solo; Dex, dextrano; Dex-SILY, conjugado de dextrano-SILY; Dex-GSIT, conjugado de dextrano-GSIT;
Dex-KELN, conjugado dextrano-KELN; Dex-Dc13, conjugado de dextrano-Dc13; SILY, péptido SILY; GSIT,
péptido GSIT; KELN, péptido KELN; Dc13, péptido Dc13; Dex-SILY + Dex-GSIT; combinacion de conjugado
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dextrano-SILY y conjugado de dextrano-GSIT; SILY + GSIT; Combinacion de péptido SILY y péptido GSIT. *
Indica que los resultados son significativos en comparacion con la superficie de colageno sin tratamiento (PBS).
** Indica que los resultados también son significativos en comparacion con la superficie de colageno con Dex. ***
Indica que los resultados también son significativos en comparacién con la superficie de colageno con el control
de péptidos correspondiente. Todos los peptidoglicanos causaron una disminucion significativa en la liberacion
de NAP-2 en comparaciéon con ningun tratamiento (PBS) o tratamiento con dextrano, mientras que Dex-GSIT
ademas disminuyd la liberacién sobre su control de péptidos (GSIT). Dex-GSIT y Dex-KELN disminuyeron
significativamente la liberacion de PF-4 en relacidon con ningun tratamiento (PBS) y el tratamiento con dextrano,
mientras que Dex-Dc13 disminuyd significativamente la liberacién de PF-4 sobre ningun tratamiento (PBS).
FIGURA 55. Inhibicion de la unién de plaquetas al colageno (adhesion) mediante un ensayo colorimétrico.
Tratamientos: PBS, tampdn solo; Dex, dextrano; Dex-SILY, conjugado de dextrano-SILY; Dex-GSIT, conjugado
de dextrano-GSIT; Dex-KELN, conjugado de dextrano-KELN; Dex-Dc13, conjugado de dextrano-Dc13; SILY,
péptido SILY; GSIT, péptido GSIT; KELN, péptido KELN; Dc13, péptido Dc13; Dex-SILY + Dex-GSIT;
combinacién de conjugado dextrano-SILY y conjugado de dextrano-GSIT; SILY + GSIT; combinacién de péptido
SILY y péptido GSIT. * Superficie significativa frente a colageno sin tratamiento (PBS). ** También significativo
contra la superficie de colageno con Dex. *** También significativo contra la superficie de colageno con el control
peptidico correspondiente. Dex-SILY y Dex-KELN tuvieron una disminucion significativa de la adherencia de las
plaquetas en comparacion con el tratamiento sin tratamiento (PBS) o con el tratamiento con Dextran, mientras
que Dex-GSIT también disminuyd la adherencia de las plaquetas sobre su tratamiento de control de péptidos
(GSIT).

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES ILUSTRATIVAS

[0014] Tal como se utiliza de acuerdo con esta invencion, un "peptidoglicano sintético de union a colageno” significa
un conjugado de un glicano de union con un péptido sintético colageno. Los "peptidoglicanos sintéticos de unién a
colageno" pueden tener una homologia de aminoacidos con una porcion de una proteina o un proteoglicano que
normalmente no participa en la fibrilogénesis del colageno. Estos peptidoglicanos sintéticos de union a colageno se
denominan en el presente documento "peptidoglicanos sintéticos de union a colageno aberrantes". Los
peptidoglicanos sintéticos aberrantes que se unen al colageno pueden o no afectar la fibrilogénesis del colageno.
Otros peptidoglicanos sintéticos de unién al colageno pueden tener una homologia de aminoacidos con una porcion
de una proteina o con un proteoglicano normalmente involucrado en la fibrilogénesis del colageno. Estos
peptidoglicanos sintéticos de unién a colageno se denominan en el presente documento "peptidoglicanos sintéticos
de unidn a colageno fibrilogénicos".

[0015] Como se usa en el presente documento una "matriz de colageno" significa una matriz de colageno en el que
el colageno se polimeriza in vitro en combinacion con un peptidoglicano sintético de unién a colageno bajo
condiciones predeterminadas que pueden ser variados y se seleccionan del grupo que consiste en, pero no limitado
a, pH, concentracion de fosfato, temperatura, composicion del tampon, fuerza iénica, y composicion y concentracion
del colageno.

[0016] Como se usa en el presente documento una "construccién de injerto" significa una construccion de injerto que
comprende una "matriz de colageno."

[0017] En una descripcion, se proporciona una matriz de colageno. La matriz de colageno disefiada comprende
colageno y un peptidoglicano sintético que se une al colageno. En una descripcion, la matriz de colageno disefiada
puede no estar reticulada. En otra descripcion, la matriz puede estar reticulada. En diversas descripciones
ilustrativas, se pueden agregar agentes de reticulacion, tales como carbodiimidas, aldehidos, lisil-oxidasa, ésteres de
N-hidroxisuccinimida, imidoésteres, hidrazidas y maleimidas, asi como varios agentes de reticulacion naturales,
incluyendo genipina y similares, Durante o después de la polimerizacién del colageno en solucion.

[0018] En diversas revelaciones ilustrativas, el colageno utilizado en la presente memoria para preparar una matriz
de colageno puede ser cualquier tipo de colageno, incluyendo colageno de los tipos | a XXVIII, solo o en cualquier
combinacién, por ejemplo, colageno de los tipos I, Il, 11, y/o IV puede ser utilizado. En una descripcion, la matriz de
colageno disefiada se forma utilizando colageno comercialmente disponible (P. €j., Sigma, St. Louis, MO). En una
descripcion alternativa, el colageno se puede purificar a partir de tejido que contiene submucosa, como el tejido
intestinal, la vejiga urinaria o el estdmago. En una descripcién adicional, el colageno se puede purificar a partir del
tenddn de la cola. En una descripcion adicional, el colageno se puede purificar de la piel. En diversos aspectos, el
colageno también puede contener proteinas no colagenas endoégenas o agregadas exdégenamente ademas de los
peptidoglicanos sintéticos de union al colageno, como fibronectina o proteinas de la seda, glicoproteinas y
polisacaridos, o similares. Las construcciones de injerto disefiadas o las matrices de colageno preparadas mediante
los métodos descritos en este documento pueden servir como construcciones para el recrecimiento de tejidos
enddgenos en el sitio de implantacion (P. ej., remodelaciéon biolégica) que pueden asumir las caracteristicas
distintivas de los tejidos con los que estan asociados en el lugar de implantacién o inyeccion.

[0019] En varios aspectos ilustrativos, los peptidoglicanos sintéticos de unidon a colageno usados para formar las
construcciones de injerto o matrices de colageno fabricadas de acuerdo con la invencién comprenden péptidos
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sintéticos de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos. En algunas realizaciones, estos péptidos
tienen homologia con la secuencia de aminoacidos de un pequefio proteoglicano rico en leucina o una secuencia del
receptor de plaquetas. En diversas realizaciones, el péptido sintético comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste de RRANAALKAGELYKSILYGC, RLDGNEIKRGC, AHEEISTTNEGVMGC,
NGVFKYRPRYFLYKHAYFYPPLKRFPVQGC, CQDSETRTFY, TKKTLRTGC,
GLRSKSKKFRRPDIQYPDATDEDITSHMGC, SQNPVQPGC, SYIRIADTNITGC, SYIRIADTNIT, KELNLVYT,
KELNLVYTGC, GSITTIDVPWNYV, y GSITTIDVPWNVGC. En otra realizacion, el péptido sintético puede comprender
o puede ser una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste de RRANAALKAGELYKSILYGC,
RLDGNEIKRGC, AHEEISTTNEGVMGC, NGVFKYRPRYFLYKHAYFYPPLKRFPVQGC, CQDSETRTFY,
TKKTLRTGC, GLRSKSKKFRRPDIQYPDATDEDITSHMGC, SQNPVQPGC, SYIRIADTNITGC, SYIRIADTNIT,
KELNLVYT, KELNLVYTGC, GSITTIDVPWNV, GSITTIDVPWNVGC, y una secuencia de aminoacidos con 80%,
85%, 90%, 95% o 98% de homologia con cualquiera de estas catorce secuencias de aminoacidos. El péptido
sintético también puede ser cualquier péptido de 5 a 40 aminoacidos seleccionados de péptidos que tienen actividad
de unioén a colageno y que son 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 100% homologos con el dominio de unidn a colageno
del factor de von Willebrand o un receptor de colageno plaquetario como se describe en Chiang, et al., J. Biol.
Chem. 277: 34896-34901 (2002), Huizinga, et al., Structure 5:1147-1156 (1997), Romijn, et al., J. Biol. Chem. 278:
15035-15039 (2003), y Chiang, et al., Cardio. & Haemato. Disorders-Drug Targets 7: 71-75 (2007), cada uno
incorporado aqui como referencia.

[0020] EI glicano (por ejemplo glicosaminoglicanos, GAG abreviada, o polisacarido) unido al péptido sintético se
puede seleccionar del grupo que consiste de alginato, agarosa, dextrano, condroitina, dermatano, sulfato de
dermatano, heparano, heparina, queratina, y hialuronano. En una realizacion, el glicano se selecciona del grupo que
consiste en sulfato de dermatan, dextrano y heparina.

[0021] En un aspecto ilustrativo, la matriz de colageno o la construccion de injerto se pueden esterilizar. Como se
usa en este documento, "esterilizacion" o "esterilizar" o "esterilizado" significa desinfectar la matriz o el injerto
mediante la eliminacién de contaminantes no deseados que incluyen, entre otros, endotoxinas, contaminantes de
acidos nucleicos y agentes infecciosos.

[0022] En diversas revelaciones ilustrativas, la matriz de colageno o construccion de injerto se puede desinfectar y/o
esterilizar utilizando técnicas de esterilizacion convencionales, incluyendo curtido con glutaraldehido, el curtido con
formaldehido a pH acido, 6xido de propileno o tratamiento con 6xido de etileno, esterilizacion con plasma de gas,
radiacion gamma, haz de electrones y/o esterilizacion con un peracido, como el acido peracético. Se pueden usar
técnicas de esterilizacion que no afecten adversamente la estructura y las propiedades biotrépicas de la matriz o
construccion. Técnicas ilustrativas de esterilizacion son exponer la construccion de injerto o la matriz de colageno
modificada, a acido peracético, a una irradiacion gamma de 1-4 Mrads (o 1-2.5 Mrads de irradiacion gamma), a un
tratamiento con 6xido de etileno o a una esterilizacion con gas plasma. En una realizacion, el constructo de injerto
disefiado puede someterse a uno o mas procesos de esterilizacion. En las descripciones ilustrativas, el colageno en
solucion también se puede esterilizar o desinfectar. La matriz de colageno disefiada o el constructo de injerto
disefiado puede envolverse en cualquier tipo de contenedor que incluya una envoltura de plastico o una envoltura de
lamina, y puede esterilizarse mas.

[0023] En cualquiera de estas divulgaciones la construccion de injerto o matriz de colageno puede comprender
ademas una poblacién adicional de células. La poblaciéon afadida de células puede comprender una o mas
poblaciones celulares. En diversas descripciones, las poblaciones celulares comprenden una poblacion de células
epiteliales no queratinizadas o queratinizadas o una poblacion de células seleccionadas del grupo que consiste en
células endoteliales, células derivadas mesodérmicamente, células mesoteliales, células sinoviociticas, células
neuronales, células gliales, osteoblastos, fibroblastos, condrocitos, tenocitos, células de musculo liso, células de
musculo esquelético, células de musculo cardiaco, células progenitoras de potencial multiple (P. €j., células madre,
incluidas células progenitoras de médula 6sea) y células osteogénicas. En diversas descripciones, el constructo de
injerto o la matriz de colageno puede sembrarse con uno o mas tipos de células en combinacion.

[0024] En varios aspectos, las matrices de colageno o construcciones de injerto de la presente invencion se pueden
combinar con nutrientes, incluyendo minerales, aminoacidos, azucares, péptidos, proteinas, vitaminas (tales como
acido ascorbico), o laminina, fibronectina, acido hialurénico, fibrina, elastina o agrecan, o factores de crecimiento
como el factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, factor de crecimiento
transformante beta o factor de crecimiento de fibroblastos, y glucocorticoides como dexametasona o agentes
alteradores viscoelasticos, tales como iénicos y no polimeros solubles en agua iénicos; polimeros de acido acrilico;
polimeros hidréfilos tales como 6xidos de polietileno, copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno y alcohol
polivinilico; polimeros celuldsicos y derivados de polimeros celuldsicos tales como hidroxipropilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa ftalato, metil celulosa, carboximetil celulosa y
celulosa eterificada; acido poli(lactico), acido poli(glicélico), copolimeros de acidos lactico y glicolico, u otros agentes
poliméricos tanto naturales como sintéticos. En otras descripciones ilustrativas, los agentes de reticulacion, tales
como carbodiimidas, aldehidos, lisil-oxidasa, ésteres de N-hidroxisuccinimida, imidoésteres, hidrazidas y maleimidas,
asi como los agentes de reticulacion natural, incluida la genipina, se pueden agregar antes, concurrentes con, o
después de la adicion de las células.
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[0025] Como se discutio anteriormente, de acuerdo con una divulgacion, las células se pueden afiadir a las matrices
de colageno o construcciones de injerto después de la polimerizacion del colageno o durante la polimerizacion de
colageno. Las matrices de colageno disefiadas que comprenden las células pueden inyectarse o implantarse
posteriormente en un huésped para su uso como construcciones de injerto disefiadas. En otra descripcion, las
células en o dentro de las matrices de colageno disefiadas pueden cultivarse in vitro, durante un periodo de tiempo
predeterminado, para aumentar el nimero de células o para inducir la remodelacion deseada antes de la
implantacion o inyeccion en un huésped.

[0026] De acuerdo con una descripcion, se proporciona un kit que comprende la matriz de colageno o construccion
de injerto. El kit en si puede estar dentro de un contenedor de cualquier tipo, y el kit puede contener instrucciones
para el uso de los componentes del kit. En una descripcion, las células pueden constituir un componente del kit. En
diversas descripciones, pueden variar las caracteristicas de las matrices de colageno disefiadas. En diversas
realizaciones ilustrativas, la matriz de colageno modificada o el constructo de injerto manipulado en el kit pueden
comprender varios otros componentes, que incluyen proteinas y polisacaridos no colagenos, ademas del
peptidoglicano sintético que se une al colageno. En una descripcion, el kit comprende un recipiente, vial, recipiente,
bolsa o envoltura, P. €j., que contiene una matriz de colageno disefiada o una construccion de injerto disefiada. En
otra descripcion, el kit comprende vasos separados (P. €j., un vial, recipiente, bolsa o envoltura), cada uno de los
cuales contiene uno de los siguientes componentes: una soluciéon de colageno o colageno liofilizado y uno o mas
tipos de peptidoglicanos sintéticos de union al colageno. En otra descripcion, el kit comprende vasos separados,
cada uno de los cuales contiene uno de los siguientes componentes: una solucién de colageno o colageno
liofilizado, un tampdn y uno o mas tipos de peptidoglicanos sintéticos que se unen al colageno. En cualquiera de
estas descripciones, los kits pueden comprender ademas un tampodn, un agente de esterilizacion o desinfeccion,
proteinas o polisacaridos no colagenos, y/o materiales de instruccion que describan métodos para usar los reactivos
del kit o métodos para usar las matrices de colageno modificadas o la construccion de injerto. El kit también puede
contener uno o mas tipos de peptidoglicanos sintéticos que se unen al colageno para su uso como agentes
farmacolodgicos en ausencia de una matriz de colageno disefiada o una construccion de injerto disefiada. En esta
descripcion, el kit puede estar dentro de un contenedor de cualquier tipo, y el kit puede contener instrucciones para
el uso de los peptidoglicanos sintéticos que se unen al colageno.

[0027] En todavia otra descripcion, el kit comprende ademas un recipiente (P. ej., un matraz, una ampolla, un vial,
un tubo, o una botella, por ejemplo) de las células, incluyendo, pero no limitado a, una poblaciéon de células
epiteliales no queratinizadas o queratinizadas o una poblacion de células seleccionadas del grupo que consiste en
células endoteliales, células derivadas mesodérmicas, células mesoteliales, sinoviocitos, células neurales, células
gliales, osteoblastos, fibroblastos, condrocitos, tenocitos, células de musculo liso, células del musculo esquelético,
células musculares cardiacas, células progenitoras multipotenciales (P. e€j., células madre, incluidas células
progenitoras de médula 6sea), y células osteogénicas. En otra descripcion, las células pueden estar presentes en
una placa. En una divulgacion, se pueden incluir uno o mas contenedores de células y el kit puede comprender uno
0 mas reactivos de cultivo celular y de tipo celular.

[0028] En un aspecto ilustrativo, se proporciona un método de preparacion de una matriz de colageno. El método
comprende los pasos de proporcionar una solucién de colageno, proporcionar un peptidoglicano sintético de union a
colageno y polimerizar el colageno en presencia del peptidoglicano sintético de unién a colageno para formar la
matriz de colageno modificada. En diversas formas de realizacion, el peptidoglicano sintético de unién a colageno
puede ser un pididoglicano sintético de unidn a colageno aberrante o un peptidoglicano sintético de unién a colageno
aberrante con homologia de aminoacidos con una porcion de la secuencia de aminoacidos de un proteoglicano que
regula normalmente la fibrilogénesis de colageno.

[0029] En divulgaciones donde el peptidoglicano sintético de unién a colageno es un peptidoglicano sintético de
union a colageno aberrante o un peptidoglicano sintético de uniéon a colageno fibrilogénico, se proporciona un
método de alterar la estructura o las caracteristicas mecanicas de una matriz de colageno. Como se usa en este
documento, "alterar" significa cambiar las caracteristicas mecanicas o estructurales de una matriz de colageno
polimerizada in vitro en presencia del peptidoglicano sintético de unién al colageno en relacion con la de una matriz
de colageno polimerizada en ausencia del peptidoglicano sintético de union al colageno. El método comprende las
etapas de proporcionar una solucién de colageno, proporcionar un peptidoglicano sintético de unién a colageno y
polimerizar el colageno en presencia del peptidoglicano sintético de union a colageno (P. €j., peptidoglicano sintético
de unidn a colageno aberrante o fibrilogénico) para formar la matriz de colageno alterada.

[0030] En una descripcion ilustrativa, la solucion de colageno proporcionada puede tener una concentracion de
colageno que varia de aproximadamente 0,4 mg/ml a aproximadamente 6 mg/ml. En diversas realizaciones, la
concentracion de colageno puede variar de aproximadamente 0,5 mg/ml a aproximadamente 10
mg/ml, aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 6 mg/ml, aproximadamente 0,5 mg/ml a aproximadamente
3 mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 3 mg/ml, y aproximadamente 2 mg/ml a aproximadamente
4 mg/ml.

[0031] Como se discutié anteriormente, en diversos aspectos ilustrativos, los peptidoglicanos sintéticos de unién a
colageno utilizados para formar las construcciones de injerto o matrices de colageno fabricadas de acuerdo con la
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invencion comprenden péptidos de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos con homologia a la
secuencia de aminoacido de un pequefio proteoglicano rico en leucina o una secuencia del receptor de plaquetas.
En diversas realizaciones, el péptido sintético comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste de RRANAALKAGELYKSILYGC, RLDGNEIKRGC, AHEEISTTNEGVMGC, CQDSETRTFY,
TKKTLRTGC, GLRSKSKKFRRPDIQYPDATDEDITSHMGC, SQNPVQPGC, SYIRIADTNITGC, SYIRIADTNIT,
KELNLVYT, KELNLVYTGC, GSITTIDVPWNV, NGVFKYRPRYFLYKHAYFYPPLKRFPVQGC, y GSITTIDVPWNVGC.
En otra realizacion, el péptido sintético puede comprender o puede ser una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste de RRANAALKAGELYKSILYGC, RLDGNEIKRGC, AHEEISTTNEGVMGC,
NGVFKYRPRYFLYKHAYFYPPLKRFPVQGC, CQDSETRTFY, TKKTLRTGC,
GLRSKSKKFRRPDIQYPDATDEDITSHMGC, SQNPVQPGC, SYIRIADTNITGC, SYIRIADTNIT, KELNLVYT,
KELNLVYTGC, GSITTIDVPWNYV, GSITTIDVPWNVGC y una secuencia de aminoacidos con 80%, 85%, 90%, 95% o
98% de homologia con cualquiera de estas catorce secuencias de aminoacidos. El péptido sintético también puede
ser cualquier péptido de 5 a 40 aminoacidos seleccionados de péptidos que tienen actividad de union a colageno y
que son 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 100% homodlogos al dominio de unién de colageno del factor de von
Willebrand o un receptor de colageno plaquetario como se describe en Chiang, et al., J. Biol. Chem. 277: 34896-
34901 (2002), Huizinga, et al., Structure 5:1147-1156 (1997), Romijn, et al., J. Biol. Chem. 278: 15035-15039 (2003),
y Chiang, et al., Cardio. & Haemato. Disorders-Drug Targets 7: 71-75 (2007), cada uno incorporado aqui como
referencia.

[0032] Los glicanos unidos al péptido sintético se pueden seleccionar del grupo que consiste de alginato, agarosa,
dextrano, condroitina, dermatano, sulfato de dermatano, de heparano, heparina, queratina, y hialuronano. En una
realizacion, el glicano se selecciona del grupo que consiste en sulfato de dermatan, dextrano y heparina. El
peptidoglicano sintético que se une al colageno se puede liofilizar antes de la polimerizacion, P. ej., en un tampén o
en agua o en un acido, como el acido clorhidrico o el acido acético. En un aspecto ilustrativo, la relacion molar del
colageno al peptidoglicano sintético que se une al colageno puede ser de aproximadamente 1:1 a aproximadamente
40:1.

[0033] La etapa de polimerizacion se puede realizar en condiciones que son variadas donde las condiciones se
seleccionan del grupo que consiste en pH, concentracion de fosfato, temperatura, composicion del tampén, fuerza
i6nica, los componentes especificos presentes, y la concentracion del colageno o de otros componentes presentes.
En un aspecto ilustrativo, el colageno u otros componentes, incluido el peptidoglicano sintético que se une al
colageno, se pueden liofilizar antes de la polimerizacion. El colageno u otros componentes se pueden liofilizar en un
acido, como el acido clorhidrico o el acido acético.

[0034] En diversas realizaciones ilustrativas, la reacciéon de polimerizacién se lleva a cabo en una solucion
tamponada usando cualquier tampdn biolégicamente compatible conocido por los expertos en la técnica. P. gj., el
tampon se puede seleccionar del grupo que consiste en solucion salina tamponada con fosfato (PBS), clorhidrato de
tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris-HCI), acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS), piperazina-n,n'-bis (2-acido
etanosulfonico) (PIPES), [n-(2-acetamido)]-2-acido aminoetanosulfénico (ACES), N-[2-hidroxietil] piperazina-N'-[2-
acido etanosulfénico] (HEPES), y 1,3-bis[tris(hidroximetil) metilamino]propano (Bis Tris propano). En una realizacion,
el tampon es PBS, Tris o MOPS y en una realizacion el sistema de amortiguacion es PBS.

[0035] En diversas realizaciones ilustrativas, la etapa de polimerizacion se lleva a cabo a un pH seleccionado de
entre el intervalo de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 11, y en una realizacion polimerizacion se realiza a
un pH seleccionado de la gama de alrededor de 6,0 a aproximadamente 9,0, y en una realizacion, la polimerizacion
se realiza a un pH seleccionado del rango de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 8,5, y en otra realizacion la
etapa de polimerizacion se realiza a un pH seleccionado del rango de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 8,5,
y en otra realizacion, la etapa de polimerizacion se realiza a un pH seleccionado del intervalo de aproximadamente
7,3 a aproximadamente 7,4.

[0036] En otros aspectos ilustrativos, es también regulada la fuerza idnica de la soluciéon tamponada. De acuerdo
con una realizacion, la fuerza iénica del tampon se selecciona de un rango de aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 1,5 M, en otra realizacion la fuerza idnica se selecciona de un rango de aproximadamente 0,10 a
aproximadamente 0,90 M, en otra realizacion la fuerza iénica se selecciona de un intervalo de aproximadamente
0,14 a aproximadamente 0,30 M y en otra realizacion, la fuerza ionica se selecciona de un intervalo de
aproximadamente 0,14 a aproximadamente 0,17 M.

[0037] En todavia otras realizaciones ilustrativas, la etapa de polimerizacion se lleva a cabo a temperaturas
seleccionadas de la gama de alrededor de 0°C a aproximadamente 60°C. En otras realizaciones, la etapa de
polimerizacion se lleva a cabo a temperaturas superiores a 20°C, y tipicamente la polimerizacion se realiza a una
temperatura seleccionada del rango de aproximadamente 20°C a aproximadamente 40°C, y mas tipicamente la
temperatura se selecciona del rango de aproximadamente 30°C a aproximadamente 40°C. En una realizacion
ilustrativa, la polimerizacién se realiza a aproximadamente 37°C.

[0038] En aun otras realizaciones, la concentracion de fosfato del tampdn es variada. P. ej., en una realizacion, la
concentracion de fosfato se selecciona de un rango de aproximadamente 0,005 M a aproximadamente 0,5 M. En
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otra realizacion ilustrativa, la concentracion de fosfato se selecciona de un intervalo de aproximadamente 0,01 M a
aproximadamente 0,2 M. En otra realizacién, la concentracion de fosfato se selecciona de un rango de
aproximadamente 0,01 M a aproximadamente 0,1 M. En otra realizacion ilustrativa, la concentracién de fosfato se
selecciona de un rango de aproximadamente 0,01 M a aproximadamente 0,03 M.

[0039] Las matrices de colageno, incluyendo peptidoglicanos sintéticos de unién de colageno, de la presente
invencion pueden combinarse, antes de, durante, o después de la polimerizacion, con nutrientes, incluyendo
minerales, aminoacidos, azucares, péptidos, proteinas, vitaminas (tales como acido ascorbico), u otros compuestos
tales como laminina y fibronectina, acido hialurénico, fibrina, elastina y agrecano, o factores de crecimiento tales
como factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, factor de crecimiento
transformante beta, factor de crecimiento endotelial vascular, o factor de crecimiento de fibroblastos y
glucocorticoides tales como dexamitasona, o agentes alteradores viscoelasticos, tales como polimeros idnicos y no
idnicos solubles en agua; polimeros de acido acrilico; polimeros hidréfilos tales como 6xidos de polietileno,
copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno y alcohol polivinilico; polimeros celulésicos y derivados poliméricos
celuldsicos tales como hidroxipropilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropil metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa
ftalato, metil celulosa, carboximetilcelulosa y celulosa eterificada; acido poli(lactico), acido poli(glicélico), copolimeros
de acidos lactico y glicdlico, u otros agentes poliméricos tanto naturales como sintéticos.

[0040] De acuerdo con una divulgacion, las células se pueden afiadir en el tltimo paso antes de la polimerizacion o
después de la polimerizacion de la matriz de colageno. En otras descripciones ilustrativas, se pueden afadir agentes
de reticulacion, tales como carbohidrimidas, aldehidos, lisil-oxidasa, ésteres de N-hidroxisuccinimida, imidoésteres,
hidrazidas y maleimidas, y similares antes, durante o después de la polimerizacion.

[0041] En una descripcion, la matriz de colageno se forma usando colageno comercialmente disponible (P. ej.,
Sigma, St. Louis, MO). En una descripcion alternativa, el colageno se puede purificar a partir de tejido que contiene
submucosa, como el tejido intestinal, la vejiga urinaria o el estmago. En una descripcion adicional, el colageno se
puede purificar a partir del tendén de la cola. En una realizacion adicional, el colageno se puede purificar a partir de
la piel.

[0042] En una descripcion, los peptidoglicanos sintéticos de uniéon a colageno con homologia de aminoacidos con
una porcion de la secuencia de aminoacidos de un proteoglicano que normalmente regula la fibrilogénesis de
colageno o con homologia de aminoacidos con una porcion de una proteina o un péptido que normalmente no
regula la fibrilogénesis se puede regular para formar una matriz de colageno disefiada con las caracteristicas
mecanicas o estructurales deseadas. En otra descripcion, los peptidoglicanos sintéticos de unién a colageno
aberrantes o los peptidoglicanos sintéticos de unién a colageno fibrilogénicos se pueden usar para formar una matriz
de colageno disefiada con estructura o caracteristicas mecanicas deseadas pero alteradas.

[0043] Las caracteristicas deseadas estructurales, microestructurales, nanoestructurales, o mecanicas pueden, de
manera ilustrativa, incluir longitud de fibrilla, diametro de las fibrillas, la densidad de fibrillas, fraccion de volumen de
fibrillas, organizacion de fibrillas, la forma 3-dimensional o forma, y comportamiento viscoelastico, de traccion, de
cizalladura, o compresivo (p . g ., estrés por falla, tension de falla y médulo), permeabilidad, tasa de degradacion,
hinchazén, propiedades de hidrataciéon (P. ej., tasa e hinchazon) y propiedades de remodelacion tisular in vivo, y
respuestas celulares in vitro e in vivo deseadas. Las construcciones de injerto disefiadas y las matrices de colageno
disefiadas aqui descritas pueden tener biocompatibilidad deseable y propiedades de remodelacion in vitro e in vivo,
entre otras propiedades deseables.

[0044] Como se usa en el presente documento, un "modulo” puede ser un médulo elastico o lineal (definido por la
pendiente de la region lineal de la curva tension-deformacion obtenida usando protocolos de ensayo mecanico
convencional; es decir, rigidez), un modulo de compresion, un médulo complejo, o un médulo de almacenamiento de
corte.

[0045] Como se usa en este documento, una "fracciéon de volumen de fibrilla" se define como el porcentaje de area
de la superficie total ocupada por las fibrillas en una superficie de la secciéon transversal de la matriz en 3
dimensiones y "fraccion de espacio vacio" se define como el porcentaje de area del area total no ocupada por
fibrillas en una superficie de la seccion transversal de la matriz en 3 dimensiones.

[0046] Las matrices de colageno descritas en este documento comprenden fibrillas de colageno que normalmente
se empacan en un patrén escalonado cuarto dando la fibrilla un aspecto estriado caracteristico o patréon de bandas a
lo largo de su eje. En varias descripciones ilustrativas, las caracteristicas microestructurales cualitativas y
cuantitativas de las matrices de colageno disefiadas se pueden determinar mediante microscopia electrénica de
barrido, microscopia electrénica de transmisiéon, microscopia confocal, microscopia multifoténica de foténica de
segunda generaciéon armonica. En otra realizacion, las propiedades de traccion, compresion y viscoelastica pueden
determinarse mediante reometria o pruebas de traccién. Todos estos métodos son conocidos en la técnica o se
describen con mas detalle en la seccién de Ejemplos de esta solicitud o en Roeder et al., J. Biomech. Ing., Vol. 124,
pp. 214-222 (2002), en Pizzo et al., J. Appl. Physiol., Vol. 98, pp. 1-13 (2004), Fulzele et al., Eur. J. Pharm. Sci., Vol.
20, pp- 53-61 (2003), Griffey et al., J. Biomed. Mater. Res., Vol. 58, pp. 10-15 (2001), Hunt et al., Enm. J. Surg., Vol.
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114, pp. 302-307 (1967), y Schilling et al., Surgery, vol. 46, pp. 702-710 (195 9).

[0047] En cualquiera de la matriz de colageno anteriormente descrita, construccion de injerto, kit, o revelaciones del
método, el peptidoglicano sintético de unién a colageno puede ser un compuesto de cualquiera de las siguientes
férmulas

A) P.Gxen donde nes 1a 10;

en donde xes 1 a 10;

en donde P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos que comprende
una secuencia de un dominio de union a colageno; y

en donde G es un glicano.

0]

B) (PnL)xG endonde nes 1 a 5;

en donde xes 1a 10;

en donde P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos que comprende
una secuencia de un dominio de union a colageno;

en donde L es un enlazador; y

en donde G es un glicano.

0]

C)P(LGn)xendonde nes 1 a5;

en donde xes 1a 10;

en donde P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos que comprende
una secuencia de un dominio de union a colageno;

en donde L es un enlazador; y

en donde G es un glicano.

[0048] En realizaciones alternativas, se proporciona un compuesto de cualquiera de las siguientes formulas

A) P.Gxen donde nes 1a 10;

en donde xes 1a 10;

en donde P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos que comprende
una secuencia de un dominio de union a colageno; y

en donde G es un glicano.

0]

B) (PnL)xG endonde nes 1 a 5;

en donde xes 1a 10;

en donde P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos que comprende
una secuencia de un dominio de union a colageno;

en donde L es un enlazador; y

en donde G es un glicano.

0]

C)P(LGn)xendonde nes 1 a5;

en donde xes 1a 10;

en donde P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos que comprende
una secuencia de un dominio de union a colageno;

en donde L es un enlazador; y

en donde G es un glicano.

[0049] En otra realizacion, un peptidoglicano sintético de unién a colageno que comprende un péptido sintético de
aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos con homologia de secuencia de aminoacidos a un péptido
de union a colageno (P. gj., una porcidon de una secuencia de aminoacidos de una proteina de unioén a colageno o
proteoglicano) conjugada a heparina, dextrano o hialuronano puede usarse para inhibir la activacién de las
plaquetas, para inhibir la unién de plaquetas al colageno, o para limitar la trombosis o para formar una matriz de
colageno disefiada. En cualquiera de estas realizaciones, se puede usar cualquiera de los compuestos descritos
anteriormente.

[0050] En otra realizacion, un peptidoglicano sintético de unién a colageno que comprende un péptido sintético de
aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de homologia con un
péptido de unién a colageno (P. ej., una porcidon de una secuencia de aminoacidos de una proteina o proteoglicano
de unién a colageno) conjugado con heparina, dextrano o hialuronano se puede usar para inhibir la unién de las
plaquetas al colageno, la activacion de las plaquetas o ambos. En cualquiera de estas realizaciones, se puede usar
cualquiera de los compuestos descritos anteriormente.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2720 368 T3

[0051] En ofra realizacion, los péptidos sintéticos descritos en este documento pueden ser modificados mediante la
inclusiéon de una o mas sustituciones de aminoacidos conservativas. Como es bien sabido por los expertos en la
técnica, la alteracion de cualquier aminoacido no critico de un péptido mediante una sustitucion conservadora no
deberia alterar significativamente la actividad de ese péptido porque la cadena lateral del aminoacido de reemplazo
deberia poder formar enlaces similares y contactos como la cadena lateral del aminoacido que ha sido reemplazada.

[0052] Las sustituciones no conservativas son posibles a condicién de que no afecten excesivamente la actividad de
union de colageno del péptido y/o reducen su eficacia en la alteracion de la estructura o caracteristicas mecanicas
de una matriz de colageno, en la inhibicion de la activacion de plaquetas, o en la inhibicion de la adhesion de
plaquetas (P. €j., unién) al colageno.

[0053] Como es bien conocido en la técnica, una "sustitucion conservadora" de un aminoacido o una "variante de
sustitucion conservadora" de un péptido se refiere a una sustitucion de aminoacidos que mantiene: 1) la estructura
secundaria del péptido; 2) la carga o hidrofobicidad del aminoacido; y 3) el volumen de la cadena lateral o una o mas
de estas caracteristicas. llustrativamente, las terminologias bien conocidas "residuos hidréfilos" se refieren a serina o
treonina. Los "residuos hidréfobos" se refieren a leucina, isoleucina, fenilalanina, valina o alanina, o similares. Los
"residuos cargados positivamente" se refieren a lisina, arginina, ornitina o histidina. Los "residuos cargados
negativamente" se refieren al acido aspartico o al acido glutamico. Los residuos que tienen "cadenas laterales
voluminosas" se refieren a fenilalanina, triptéfano o tirosina, o similares. En la Tabla 1 se proporciona una lista de
sustituciones de aminoacidos conservativas ilustrativas.

TABLA 1

Para el aminoacido|Reemplazar con

Alanina D-Ala, Gly, Aib, B-Ala, L-Cys, D-Cys
Arginina D-Arg, Lys, D-Lys, Orn D-Orn

Asparagina D-Asn, Asp, D-Asp, Glu, D-Glu GIn, D-GIn
Acido aspartico D-Asp, D-Asn, Asn, Glu, D-Glu, GIn, D-GIn
Cisteina D-Cys, S-Me-Cys, Met, D-Met, Thr, D-Thr
Glutamina D-GlIn, Asn, D-Asn, Glu, D-Glu, Asp, D-Asp

Acido glutamico

D-Glu, D-Asp, Asp, Asn, D-Asn, GIn, D-GIn

Glicina

Ala, D-Ala, Pro, D-Pro, Aib, B-Ala

Isoleucina D-lle, Val, D-Val, Leu, D-Leu, Met, D-Met

Leucina Val, D-Val, Met, D-Met, D-lle, D-Leu, lle

Lisina D-Lys, Arg, D-Arg, Orn, D-Orn

Metionina D-Met, S-Me-Cys, lle, D-lle, Leu, D-Leu, Val, D-Val
Fenilalanina D-Phe, Tyr, D-Tyr, His, D-His, Trp, D-Trp

Prolina D-Pro

Serina D-Ser, Thr, D-Thr, alo-Thr, L-Cys, D-Cys

Treonina D-Thr, Ser, D-Ser, alo-Thr, Met, D-Met, Val, D-Val
Tirosina D-Tyr, Phe, D-Phe, His, D-His, Trp, D-Trp

Valina D-Val, Leu, D-Leu, lle, D-lle, Met, D-Met

[0054] En otra realizacion, un peptidoglicano sintético de unién a colageno que comprende un péptido sintético de
aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de homologia con una
porcién de un péptido de unién a colageno conjugado con la heparina se puede usar para inhibir la activacion de las
plaquetas, inhibir la unién de las plaquetas (P. €j., la adhesién) al colageno, o para limitar la trombosis o para formar
una matriz de colageno disefiada. En otra realizacion, el peptidoglicano sintético de unién a colageno conjugado a
dextrano se puede usar para inhibir la activacion plaquetaria, inhibir la unién de plaquetas al colageno, o para limitar
la trombosis o para formar una matriz de colageno disefiada. En otra realizaciéon mas, el peptidoglicano sintético de
union a colageno conjugado con hialuronano puede usarse para inhibir la activacion de plaquetas, inhibir la union de
plaquetas al colageno, o para limitar la trombosis o para formar una matriz de colageno disefiada. En cualquiera de
estas realizaciones, se puede usar cualquiera de los compuestos descritos anteriormente.

[0055] En otra realizacion, un peptidoglicano sintético de unién a colageno que comprende un péptido sintético de
aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de homologia con un
péptido de union a colageno (P. gj., una porcién de una secuencia de aminoacidos de un colageno unién o se puede
usar un proteoglicano conjugado con cualquier glicano, como por ejemplo heparina, dextrano o hialuronano para
inhibir la union de las plaquetas al colageno, para inhibir la activacion de las plaquetas o para limitar la trombosis. En
cualquiera de estas realizaciones, se puede usar cualquiera de los compuestos descritos anteriormente.
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[0056] En una realizacion, el péptido sintético se sintetiza de acuerdo con los protocolos de sintesis de péptidos en
fase sdlida que son bien conocidos por los expertos en la técnica. En una realizacién, un precursor peptidico se
sintetiza sobre un soporte sdélido de acuerdo con el protocolo de Fmoc bien conocido, se escinde del soporte con
acido ftrifluoroacético y se purifica por cromatografia de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la
técnica.

[0057] En otra realizacion, el péptido sintético se sintetiza utilizando los métodos de la biotecnologia que son bien
conocidos para las personas expertas en la técnica. En una realizacion, una secuencia de ADN que codifica la
informacion de la secuencia de aminoacidos para el péptido deseado se liga mediante técnicas de ADN
recombinante conocidas por los expertos en la técnica en un plasmido de expresion (P. ej., un plasmido que
incorpora una etiqueta de afinidad para la purificacion por afinidad de péptido), el plasmido se transfecta en un
organismo huésped para su expresion, y el péptido se aisla luego del organismo huésped o del medio de
crecimiento de acuerdo con los métodos conocidos por los expertos en la técnica (P. €j., mediante purificacion por
afinidad). Los métodos de tecnologia de ADN recombinante se describen en Sambrook et al., "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual", 32 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, (2001), incorporados aqui como referencia, y
son bien conocidos por el experto en la materia.

[0058] En una realizacion, el péptido sintético se conjuga con un glicano por reaccion de un grupo amino libre del
péptido con una funcién aldehido de los glicanos en presencia de un agente reductor, utilizando métodos conocidos
por los expertos en la técnica, para producir el péptido glicano conjugado. En una realizacion, se forma una funcion
aldehido del glicano (P. €j., polisacarido o glicosaminoglicano) haciendo reaccionar el glicano con metaperyodato de
sodio de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la técnica.

[0059] En otra realizacion, el péptido sintético se conjuga con un glicano por reaccién de una funcién aldehido del
glicano con 3-(2-piridilditio)hidrazida de propionilo (PDPH) para formar un glicano intermedio y hacer reaccionar
adicionalmente glicano el intermedio con una péptido que contiene un grupo tiol libre para producir el péptido glicano
conjugado. En otra realizaciéon mas, la secuencia del péptido puede modificarse para incluir un segmento de glicina-
cisteina para proporcionar un punto de unién para un glicano o un conjugado de enlace de glicano.

[0060] Aunque las realizaciones especificas se han descrito en los parrafos anteriores, los peptidoglicanos sintéticos
de unidon de colageno descritos en este documento pueden realizarse mediante el uso de cualquier método
reconocido en la técnica para la conjugacion del péptido al glicano (P. e€j., polisacarido o glicosaminoglicano). Esto
puede incluir enlaces covalentes, idnicos o de hidrégeno, ya sea directa o indirectamente a través de un grupo de
enlace, como un enlazador divalente. El conjugado se forma tipicamente mediante un enlace covalente del péptido
al glicano a través de la formacién de los enlaces amida, éster o imino entre los grupos acido, aldehido, hidroxi,
amino o hidrazo en los componentes respectivos del conjugado. Todos estos métodos son conocidos en la técnica o
se describen con mas detalle en la seccion de Ejemplos de esta solicitud o en Hermanson GT, Bioconjugate
Techniques, Academic Press, pp.169-186 (1996). El enlazador comprende tipicamente de aproximadamente 1 a
aproximadamente 30 atomos de carbono, mas tipicamente de aproximadamente 2 a aproximadamente 20 atomos
de carbono. Tipicamente se emplean enlazadores de bajo peso molecular (es decir, aquellos que tienen un peso
molecular aproximado de aproximadamente 20 a aproximadamente 500).

[0061] Ademas, las modificaciones estructurales de la porcidon de ligador de los conjugados se contemplan en el
presente documento. P. gj., los aminoacidos pueden incluirse en el enlazador y se pueden hacer varias sustituciones
de aminoacidos en la porcion enlazadora del conjugado, que incluyen, entre otros, aminoacidos de origen natural,
asi como los disponibles en los métodos sintéticos convencionales. En otro aspecto, pueden usarse aminoacidos
beta, gamma y de cadena mas larga en lugar de uno o mas aminoacidos alfa. En otro aspecto, el enlazador puede
acortarse o alargarse, ya sea cambiando el niumero de aminoacidos incluidos en el mismo, o incluyendo mas o
menos aminoacidos beta, gamma o de cadena mas larga. De manera similar, la longitud y la forma de otros
fragmentos quimicos de los enlazadores descritos en este documento pueden modificarse.

[0062] En un aspecto, el enlazador puede incluir uno o mas fragmentos bivalentes seleccionados
independientemente en cada caso entre el grupo que consiste en alquileno, heteroalquileno, cicloalquileno,
cicloheteroalquileno, arileno y heteroarileno, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido. Como se usa en
este documento, heteroalquileno representa un grupo resultante de la sustituciéon de uno o mas atomos de carbono
en un grupo alquileno lineal o ramificado con un atomo seleccionado independientemente en cada caso del grupo
que consiste en oxigeno, nitrégeno, fésforo y azufre.

[0063] En un aspecto, un peptidoglicano sintético de unién a colageno se puede administrar a un paciente (P. gj., un
paciente en necesidad de tratamiento para inhibir la activacion de las plaquetas tales como la implicada en la
trombosis). En diversas realizaciones, el peptidoglicano sintético de unién al colageno se puede administrar por via
intravenosa, o en el muasculo, o un 6rgano interno, por ejemplo. Las vias adecuadas para la administracion
parenteral incluyen la administracion intravenosa, intraarterial e intramuscular. Los medios adecuados para la
administracion parenteral incluyen inyectores de aguja (incluidas las microagujas) y técnicas de infusion.

[0064] En una realizacion ilustrativa, las formulaciones farmacéuticas para su uso con peptidoglicanos sintéticos de
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union a colageno para la administracion parenteral que comprenden: a) una cantidad farmacéuticamente activa del
peptidoglicano sintético de unién a colageno; b) un agente tamponador de pH farmacéuticamente aceptable para
proporcionar un pH en el intervalo de aproximadamente pH 4,5 a aproximadamente pH 9; c) un agente modificador
de la fuerza idnica en el rango de concentracion de aproximadamente 0 a aproximadamente 300 milimolar; y d) se
proporciona un agente modificador de la viscosidad soluble en agua en el rango de concentracion de
aproximadamente 0,25% a aproximadamente 10% del peso total de la férmula o cualquier combinacion de a), b), c)

y d).

[0065] En diversas realizaciones ilustrativas, los agentes tamponadores del pH para su uso en las composiciones y
métodos aqui descritos son aquellos agentes conocidos por el experto en la técnica e incluyen, P. ej., acetato,
borato, carbonato, citrato y tampones de fosfato, asi como acido clorhidrico, hidréxido de sodio, 6xido de magnesio,
fosfato monopotasico, bicarbonato, amoniaco, acido carbénico, acido clorhidrico, citrato de sodio, acido citrico, acido
acético, fosfato de hidrégeno disédico, boérax, acido bérico, hidroxido de sodio, acido dietil-barbaro, y proteinas, asi
como diversos tampones bioldgicos, P. ej., TAPS, Bicina, Tris, Tricina, HEPES, TES, MOPS, PIPES, cacodilato, o
MES.

[0066] En ofra realizacion ilustrativa, los agentes de resistencia en la modulacion iénicos incluyen aquellos agentes
conocidos en la técnica, P. €., glicerina, propilenglicol, manitol, glucosa, dextrosa, sorbitol, cloruro de sodio, cloruro
de potasio, y otros electrolitos.

[0067] Agentes de modulacion de viscosidad utiles incluyen pero no se limitan a, polimeros solubles en agua iénicos
y no ionicos; polimeros de acido acrilico reticulados tales como la familia de polimeros "carbémero”, P. ej.,
carboxipolialquilenos que pueden obtenerse comercialmente bajo la marca registrada Carbopol®; polimeros
hidrofilos tales como oxidos de polietileno, copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno y alcohol polivinilico;
polimeros celulésicos y derivados de polimeros celulésicos tales como hidroxipropilcelulosa, hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa, carboximetilcelulosa y celulosa eterificada;
gomas tales como tragacanto y goma xantana; alginato de sodio; gelatina, acido hialurénico y sus sales, quitosanos,
gelan o cualquier combinacion de los mismos. Tipicamente, se emplean agentes mejoradores de la viscosidad no
acidos, tales como un agente neutro o basico para facilitar el logro del pH deseado de la formulacion.

[0068] En un aspecto ilustrativo, las formulaciones parenterales se pueden formular adecuadamente como una
solucién no acuosa estéril o como una forma seca para usarse en conjuncion con un vehiculo adecuado tal como
agua estéril, libre de pirégenos. La preparacion de formulaciones parenterales en condiciones estériles, P. gj.,
mediante liofilizacién, puede realizarse facilmente usando técnicas farmacéuticas estandar bien conocidas por los
expertos en la materia.

[0069] En una realizacion, la solubilidad de un peptidoglicano sintético de unién a colageno utilizado en la
preparacion de una formulacién parenteral se puede incrementar por el uso de técnicas de formulaciéon apropiadas,
tales como la incorporacién de agentes potenciadores de la solubilidad.

[0070] En diversas realizaciones, las formulaciones para administracion parenteral pueden formularse para ser de
liberacion inmediata y/o modificada. Las formulaciones de liberacion modificada incluyen formulaciones de liberacion
retardada, sostenida, pulsada, controlada, dirigida y programada. Por lo tanto, un peptidoglicano sintético de unién a
colageno puede formularse como un sélido, semisolido o liquido tixotrépico para administracion como un depdsito
implantado que proporciona una liberacion modificada del compuesto activo. Los ejemplos ilustrativos de tales
formulaciones incluyen endoprotesis recubiertas con farmaco y microesferas de acido copolimero (dl-lactico,
glicdlico) (PGLA). En otra realizacion, los peptidoglicanos sintéticos de uniéon a colageno o las composiciones que
comprenden peptidoglicano sintético de union a colageno pueden administrarse continuamente, cuando sea
apropiado.

[0071] En oftras realizaciones, peptidoglicanos sintéticos de unién a colageno y composiciones que los contienen se
pueden administrar por via topica. Se puede aplicar una variedad de formas de dosis y bases a las preparaciones
topicas, tales como una pomada, crema, gel, pomada en gel, yeso (P. €j., cataplasma), solucion, polvos y similares.
Estas preparaciones pueden prepararse por cualquier método convencional con vehiculos o diluyentes
farmacéuticamente aceptables convencionales como se describe a continuacion.

[0072] P. €j., en la preparacion de una pomada, vaselina, alcoholes superiores, cera de abeja, aceites vegetales,
polietilenglicol, etc. pueden ser utilizados. En la preparacion de una formulacion de crema, se pueden usar grasas y
aceites, ceras, acidos grasos superiores, alcoholes superiores, ésteres de acidos grasos, agua purificada, agentes
emulsionantes, etc. En la preparacion de formulaciones de gel, se utilizan materiales gelificantes convencionales,
como poliacrilatos (P. ej., poliacrilato de sodio), hidroxipropilcelulosa, hidroxipropil metil celulosa, alcohol polivinilico,
polivinilpirrolidona, agua purificada, alcoholes inferiores, alcoholes polihidricos, polietilenglicol y similares. En la
preparacion de una preparacion de pomada en gel, se utilizan un agente emulsionante (preferiblemente surfactantes
no ionicos), una sustancia oleosa (P. €j., parafina liquida, triglicéridos y similares), etc., ademas de los materiales
gelificantes como se menciond anteriormente. Se puede preparar un emplasto tal como cataplasma extendiendo una
preparacion de gel como se menciond anteriormente sobre un soporte (P. €j., telas, telas no tejidas). Ademas de los
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ingredientes mencionados anteriormente, pueden usarse opcionalmente parafinas, escualano, lanolina, ésteres de
colesterol, ésteres de acidos grasos superiores y similares. Ademas, también se pueden incorporar antioxidantes
tales como BHA, BHT, galato de propilo, pirogalol, tocoferol, etc. Ademas de las preparaciones y componentes
mencionados anteriormente, se puede usar opcionalmente cualquier otra formulacién convencional para incorporar
con cualquier otro aditivo.

[0073] También se contempla que cualesquiera de las formulaciones descritas en este documento pueden usarse
para administrar el peptidoglicano sintético de unién a colageno (P. €j., uno o mas tipos), ya sea en ausencia o
presencia de las matrices de colageno descritas en este documento.

[0074] En varias formas de realizacion, la dosis del peptidoglicano sintético de unién al colageno, con o sin una
matriz de colageno ingerida, puede variar significativamente dependiendo de la condicién del paciente, el estado de
la enfermedad que se esté tratando, la via de administracion y la distribucion tisular y la posibilidad de uso conjunto
de otros tratamientos terapéuticos. La cantidad efectiva que debe administrarse a un paciente se basa en el area de
la superficie corporal, el peso o la masa del paciente y la evaluacion médica del estado del paciente. En varias
realizaciones ejemplares, una dosis efectiva puede variar de aproximadamente 1 ng/kg a aproximadamente 10
mg/kg, 100 ng/kg a aproximadamente 1 mg/kg, de aproximadamente 1 ug/kg a aproximadamente 500 ug/kg, o
desde aproximadamente 100 ug/kg hasta aproximadamente 400 ug/kg. En cada una de estas realizaciones, dosis/kg
se refiere a la dosis por kilogramo de masa corporal o peso corporal del paciente. En otros aspectos ilustrativos, las
dosis efectivas pueden variar desde aproximadamente 0,01 pg hasta aproximadamente 1.000 mg por dosis, 1 ug
hasta aproximadamente 100 mg por dosis, o desde aproximadamente 100 ug hasta aproximadamente 50 mg por
dosis, o desde aproximadamente 500 ug a aproximadamente 10 mg por dosis o de aproximadamente 1 mg a 10 mg
por dosis.

[0075] Cualquier régimen eficaz para la administracion del peptidoglicano sintético de union a colageno puede ser
utilizado. P. €j., el peptidoglicano sintético de unién a colageno se puede administrar como una dosis Unica o como
un régimen diario de dosis multiples. Ademas, se puede usar un régimen escalonado, p. €j., de uno a cinco dias por
semana como alternativa al tratamiento diario.

[0076] En una realizacion de la invencion, el paciente es tratado con mudltiples inyecciones del peptidoglicano
sintético de unién a colageno. En una realizacién, el paciente se inyecta varias veces (P. gj., alrededor de 2 hasta
alrededor de 50 veces) con el peptidoglicano sintético de unién a colageno, p. €j., a intervalos de 12-72 horas o a
intervalos de 48-72 horas. Se pueden administrar al paciente inyecciones adicionales del peptidoglicano sintético de
union al colageno en un intervalo de dias o meses después de las inyecciones iniciales y las inyecciones adicionales
previenen la recurrencia de la enfermedad. Alternativamente, la(s) inyeccion(es) inicial(es) del peptidoglicano
sintético que se une al colageno puede prevenir la recurrencia de la enfermedad.

[0077] En cualquiera de las realizaciones aqui descritas, es de entenderse que una combinacion de dos o mas
peptidoglicanos sintéticos de union a colageno, que difieren en la parte de péptido, la porcion glicano, o ambos,
puede ser utilizado en lugar de un solo peptidoglicano sintético de unién al colageno.

[0078] También se apreciara que en las realizaciones anteriores, ciertos aspectos de los compuestos,
composiciones y métodos se presentan en la alternativa en listas, tales como, de manera ilustrativa, las selecciones
para uno cualquiera o mas de G y P. Por tanto, debe entenderse que varias realizaciones alternativas de la
invencion incluyen miembros individuales de esas listas, asi como los diversos subconjuntos de esas listas. Cada
una de esas combinaciones debe entenderse como se describe en el presente documento a través de las listas.

[0079] En los siguientes ejemplos ilustrativos, los términos "peptidoglicano sintético" y "conjugado" se usan
sinénimamente con el término "peptidoglicano sintético de unién a colageno.”

EJEMPLO 1

Sintesis de péptidos

[0080] Todos los péptidos se sintetizaron utilizando un sintetizador de péptidos Symphony (Protein Technologies,
Tucson, AZ), utilizando un protocolo de Fmoc en una resina de Knorr. El péptido crudo se liberd de la resina con
TFA 'y se purificd por cromatografia de fase inversa en un AKTAexplorer (GE Healthcare, Piscataway, NJ) utilizando
una columna de fase inversa Grace-Vydac 218TP C-18 y un gradiente de agua/acetonitrilo al 0,1% de TFA. Los
péptidos modificados con dansilo se prepararon afiadiendo una etapa de acoplamiento adicional con dansil-Gly
(Sigma) antes de la liberacion de la resina. Las estructuras peptidicas fueron confirmadas por espectrometria de
masas. Los siguientes péptidos se prepararon como se describe anteriormente: RRANAALKAGELYKSILYGC,
SYIRIADTNIT, Dansyl-GRRANAALKAGELYKSILYGC, y Dansyl-GSYIRIADTNIT. Estos péptidos se abrevian SILY,
SYIR, Z-SILY y Z-SYIR. Se prepararon péptidos adicionales, KELNLVYTGC (abreviado KELN) vy
GSITTIDVPWNVGC (abreviado GSIT) como se describe anteriormente o se compraron (Genescript, Piscataway,
NJ).
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EJEMPLO 2

Conjugacion del péptido SYIR con sulfato de dermatan

[0081] SYIR se conjugd a oxDS mediante un método adaptado de Hermanson con ligeras modificaciones
(Hermanson, 1996). El péptido SYIR se disolvié en carbonato de sodio 0,05 M, tampdn de citrato de sodio 0,1 M, pH
9,5, a una concentracion de 0,4 mg/ml para un volumen final de 5 ml. Para reaccionar en un exceso molar de
péptidos de 10 veces, se disolvieron 29 mg de oxDS MW 41,000 (sulfato de dermatan oxidado, que contiene 1,1
aldehidos/molécula DS de 41 kDa de Celsus Laboratories, Cincinnati, OH) en la solucién peptidica. Bajo agitacion
suave, se agregaron 50 ml de cianoborohidruro de sodio y la reaccién se dejo proceder a temperatura ambiente
durante la noche.

[0082] El exceso de péptido se separo por filtracion en gel en un purificador Akta utilizando una columna XK 26-40
rellena con Medio Sephadex G-25 (GE Health) y equilibrado con agua desionizada (MilliQ). El eluyente se control6 a
215 nm, 254 nm y 280 nm. El primer pico de elucion que contenia DS-SYIR se recogio6 y se liofilizd para pruebas
adicionales.
EJEMPLO 3

Conjugacion de SILY a Sulfato de Dermatan

Adjunto PDPH a oxDS

[0083] ElI reticulante bifuncional PDPH (Pierce), reactivo frente a grupos sulfhidrilo y amina, se us6 para conjugar
SILY a oxDS. En el primer paso de la reaccion, se disolviéo oxDS en un tampon de acoplamiento (fosfato de sodio 0,1
M, cloruro de sodio 0,25 M, pH 7,2) hasta una concentracion final de 1,2 mM. Se afadi6 PDPH en un exceso molar
de 10 veces, y la reaccién procedio a temperatura ambiente durante 2 horas. El exceso de PDPH (MW 229Da) se
separ6 por filtracion en gel en un Purificador Akta utilizando una columna XK 26-40 empaquetada con medio
Sephadex G-25 y equilibrada con agua MilliQ. El eluyente se control6é a 215 nm, 254 nm y 280 nm. El primer pico de
elucién que contenia DS-PDPH se recogid y se liofilizé para conjugarlo con SILY.

Determinacion del contenido de PDPH

[0084] Para determinar el nimero de moléculas de PDPH conjugadas con oxDS. El DS-PDPH se disolvié en un
tampodn de acoplamiento a 1,6 mg/ml. Se afiadieron 10 ml de DTT a 15 mg/ml a la solucién DS-PDPH, y la reaccién
procedié a temperatura ambiente durante 15 minutos. La reduccion del enlace disulfuro en el lado reactivo de
cisteina de PDPH libera piridina-2-tiona, que es visible a 313 nm. La absorbancia a 313 nm se midi6 antes y
después de la adicién de DTT, y la diferencia se us6 para calcular el nUmero de moléculas de PDPH/molécula DS
utilizando el coeficiente de extincidon de piridina-2-tiona. Los resultados en la FIGURA 7 muestran AA = 0,35,
correspondiente a 1,1 moléculas de PDPH/DS.

Conjugacion de SILY

[0085] El péptido se disolvié en una mezcla 5:1 exceso molar en tampon de acoplamiento a una concentracion final
de péptido de aproximadamente 1 mM (limitada por la solubilidad del péptido). La reaccion se dejoé proceder a
temperatura ambiente durante la noche, y se separé el péptido en exceso y se aisld el conjugado DS-SILY por
filtracién en gel como se describe anteriormente. Consulte la FIGURA 26 que muestra una relacion SILY/DS de 1,06
después del acoplamiento.

EJEMPLO 4

Conjugacion de Z-SILY a sulfato de dermatan

[0086] El sulfato de dermatan se conjugd con Z-SILY de acuerdo con el método del EJEMPLO 3.
EJEMPLO 5

Conjugacion de KELN a sulfato de dermatan

[0087] El sulfato de dermatan se conjugd a KELN de acuerdo con el método del EJEMPLO 3.
EJEMPLO 6

Conjugacion del GSIT a sulfato de dermatan

[0088] El sulfato de dermatan se conjugd a GSIT de acuerdo con el método del EJEMPLO 3.
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EJEMPLO 7

Conjugacion de Z-SYIR a sulfato de dermatan

[0089] El sulfato de dermatan se conjugd con Z-SYIR de acuerdo con el método del EJEMPLO 2.
EJEMPLO 8

Conjugacion de SILY a heparina

[0090] Heparina oxidada (oxHep) (MW = 19,7kDa) que contiene 1 aldehido por molécula (adquirido de Celsus
Laboratories, Cincinnati, OH). Se formaron aldehidos adicionales mediante oxidacién adicional en meta-periodato de
sodio como sigue. oxHep se disolvid en acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5, a una concentracion de 10 mg/ml. Luego se
agregd metaestadato de sodio a una concentracion de 2 mg/ml y se dejé reaccionar durante 4 horas a temperatura
ambiente protegida de la luz. El exceso de meta-periodato de sodio se elimind mediante desalinizacion utilizando
una columna de exclusion de tamafio HiTrap (GE Healthcare) y el oxHep se liofilizd protegido de la luz hasta la
conjugacion con PDPH.

[0091] El oxHep se conjugd a PDPH mediante el método descrito para la conjugacion DS-PDPH, EJEMPLO 3. Se
hizo reaccionar PDPH en un exceso molar de 50 veces. Para lograr una mayor concentraciéon de PDPH, se
disolvieron 10 mg de PDPH en 75 ml de DMSO y se mezclaron con 1 ml de tampdn de acoplamiento que contenia
oxHep. La reaccion procedié a temperatura ambiente durante 2,5 horas y se elimind el exceso de PDPH por
desalinizaciéon. La heparina que contenia PDPH (Hep-PDPH) se almacen6é como un polvo liofilizado hasta que
reaccion6 con SILY.

[0092] Se hizo reaccionar SILY en un exceso molar de 10 veces con Hep-PDPH como se describe para la
conjugacion DS-SILY en el EJEMPLO 3. La reaccién se controlé como se describe para DS-SILY en el EJEMPLO 3
y mostro 5,44 péptidos SILY conjugados por molécula de heparina como se ha mostrado en la FIGURA 24.

EJEMPLO 9

Conjugacion de GSIT con heparina

[0093] La heparina se conjugé con GSIT de acuerdo con el método del Ejemplo 8 (abreviado Hep-GSIT).
EJEMPLO 10

Conjugacion de SILY a dextrano

[0094] EI dextrano se conjugd con SILY de acuerdo con el método del Ejemplo 8 que reemplaza a la heparina con
dextrano. Modificacién de las condiciones para la oxidacién de dextrano con meta-periodato de sodio en el primer
paso para permitir la preparacion de conjugados con diferentes relaciones molares de SILY a dextrano. P. €j., se
prepararon conjugados dextrano-SILY con una relacién molar de SILY a dextrano de aproximadamente 6 y un
conjugado de dextrano-SILY con una relacion molar de SILY a dextrano de aproximadamente 9 (abreviado Dex-
SILY6 y Dex-SILY9).

EJEMPLO 11

Conjugacion de SILY a hialuronano

[0095] EI hialuronano se conjugd a SILY de acuerdo con el método del Ejemplo 8 (abreviado HA-SILY).
EJEMPLO 12

Unidn SILY a Colageno (Biacore)

[0096] Se realizaron estudios Biacore en un Biacore 2000 usando un chip CM-3 (Biacore, Inc., Piscataway, NJ). El
chip CM-3 esta recubierto con dextrano carboximetilado covalentemente unido, que permite la unién del colageno
del sustrato a través de grupos de aminas libres. Se utilizaron células de flujo (FCs) 1y 2, con FC-1 como célula de
referencia y FC-2 como célula inmovilizada con colageno. Cada FC se activdé con EDC-NHS, y se inmovilizaron 1500
RU de colageno sobre FC-2 haciendo fluir 1 mg/ml de colageno en acetato de sodio, pH 4, tampon a 5 yL/min
durante 10 min. Los sitios de éster de NHS sin reaccionar se cubrieron con etanolamina; el control FC-1 se activo y
se cubrié con etanolamina.

[0097] Para determinar la afinidad de unién de péptidos, SILY se disolvid en tampdén 1x HBS-EP (Biacore) en
diferentes concentraciones de 100 uM a 1,5 uM en diluciones de 2 veces. El caudal se mantuvo a 90 puL/min, que
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esta en el rango sugerido por Myska para determinar la cinética de union (Myska, 1997). Las primeras 10
inyecciones fueron inyecciones de tampdn, que ayudan a cebar el sistema, seguidas de inyecciones de muestra
aleatorias, que se realizan por triplicado. El analisis se realizé con el software BlAevaluation (Biacore). Las curvas de
asociacion/disociacion representativas se muestran en la Figura 3, demostrando que el péptido SILY se une
reversiblemente con colageno. Kp = 1,2 yM se calcul6 a partir de la cinética de unidn encendido-apagado.

EJEMPLO 13

Union de Z-SILY al colageno

[0098] Los ensayos de unidon se realizaron en una placa de alta uniéon de 96 pocillos, negra con un fondo
transparente (Costar). El colageno se comparé con los pocillos no tratados y los pocillos recubiertos con BSA. El
colageno y BSA se inmovilizaron a 37°C durante 1 hora incubando 90 ml/pocillo a concentraciones de 2 mg/ml en
HCI 10 mM y 1xPBS, respectivamente. Cada pocillo se lavé 3x con 1xPBS después de incubarse. Z-SILY se disolvid
en 1 x PBS a concentraciones de 100 uM a 10 nM en diluciones de 10 veces. Los pocillos se incubaron durante 30
minutos a 37°C y se enjuagaron 3X con PBS y luego se llenaron con 90 pl de 1xPBS. Las lecturas de fluorescencia
se tomaron en un espectrofotdmetro M5 Spectramax (Molecular Devices) en longitudes de onda de
excitacion/emision de 335nm/490nm respectivamente. Los resultados se muestran en las FIGURAS 4 y 5. Kp = 0,86
MM se calculé a partir de la cinética de equilibrio.

EJEMPLO 14

Caracterizaciéon DS-SILY

[0099] Para determinar el nimero de moléculas SILY conjugadas con DS, la produccion de piridina-2-tiona se midié
utilizando un protocolo modificado proporcionado por Pierce. Se disolvié sulfato de dermatan con 1,1 moléculas de
PDPH unidas en un tampoén de acoplamiento (fosfato de sodio 0,1 M, cloruro de sodio 0,25 M) a una concentracion
de 0,44 mg/ml y se midio la absorbancia a 343 nm utilizando un SpectraMax M5 (Molecular Devices). SILY se hizo
reaccionar en un exceso molar de 5 veces y las mediciones de absorbancia se repitieron inmediatamente después
de la adicion de SILY y después de dejarse reaccionar durante 2 horas. Para asegurarse de que SILY no se absorba
a 343 nm, se midié el tampdn de acoplamiento que contenia 0,15 mg/ml de SILY y se compar6 con la absorbancia
del tampén solo.

[0100] EI nimero de moléculas SILY conjugadas con DS se calculé mediante el coeficiente de extincion de piridina-
2-tiona usando la siguiente ecuacion (Absz43/8080) X (MWps/DSmgimi). Los resultados se muestran en la FIGURA 26.

EJEMPLO 15

Enlace de colageno, datos de fluorescencia - DS-SILY

[0101] Con el fin de determinar si el conjugado de péptido mantuvo su capacidad de unirse a colageno después de
su conjugacion con DS, se realizd un ensayo de union fluorescente. Se sintetizd una version marcada con
fluorescencia de SILY, Z-SILY, agregando dansilglicina al término amina. Este péptido se conjugd con DS y se
purificé utilizando los mismos métodos descritos para SILY.

[0102] Los ensayos de unidon se realizaron en una placa de alta uniéon de 96 pocillos, negra con un fondo
transparente (Costar). El colageno se comparé con los pocillos no tratados y los pocillos recubiertos con BSA. El
colageno y BSA se inmovilizaron a 37°C durante 1 hora incubando 90 ml/pocillo a concentraciones de 2 mg/ml en
HCI 10 mM y 1xPBS respectivamente. Cada pocillo se lavé 3x con 1xPBS después de incubarse.

[0103] Los pocillos se preincubaron con DS a 37°C durante 30 minutos para eliminar la union no especifica de DS a
colageno. Los pocillos se enjuagaron 3x con 1xPBS antes de incubarse con DS-Z-SILY. DS-Z-SILY se disolvi6 en 1
x PBS a concentraciones de 100 uM a 10 nM en diluciones de 10 veces. Los pocillos se incubaron durante 30 min a
37°C y se enjuagaron 3x y luego se llenaron con 90 ul de 1xPBS. Las lecturas de fluorescencia se tomaron en un
espectrofotometro M5 Spectramax (Molecular Devices) en longitudes de onda de excitacion/emision de
335nm/490nm respectivamente.

[0104] La fluorescencia de unién de DS-Z-SILY en colageno inmovilizado, BSA, y pocillos no tratados se comparan
en FIGURA 8, Los resultados muestran que DS-Z-SILY se une especificamente a los pocillos tratados con colageno
sobre BSA vy los pocillos no tratados. Los pocillos no tratados de la placa de alta union se disefiaron para ser un
control positivo, aunque se observé poca union en relacion con los pocillos tratados con colageno. Estos resultados
sugieren que SILY mantiene su capacidad de unirse al colageno después de su conjugacion con DS. La
preincubacién con DS no impidio la unién, lo que sugiere que el conjugado se une por separado a la DS sola.
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EJEMPLO 16

Preparacion de geles de colageno tipo |

[0105] Los geles se hicieron con colageno de Nutragen (Inamed, Freemont, CA) a una concentracion final de 4
mg/ml de colageno. La reserva de Nutragen es 6,4mg/mL en HCI 10 mM. La preparacion del gel se realizé en hielo y
se hicieron muestras frescas antes de cada prueba. La solucion de colageno se ajustd a pH fisiologico y
concentracion de sal, agregando volumenes apropiados de 10x PBS (soluciéon salina tamponada con fosfato),
1xPBS y NaOH 1M. Para la mayoria de los experimentos, muestras de DS, Decorina, DS-SILY, o DS-SYIR se
agregaron a una relacién molar de colageno: muestra 10:1 mediante una adicion final de 1xPBS (volumenes iguales
a través de los tratamientos) en los que las muestras de prueba se disolvieron en concentraciones apropiadas. De
esta manera, las muestras se mantienen constantemente a pH 7,4 y la concentracion de sal fisiolégica. Las
muestras de colageno solo recibieron una adiciéon de 1xPBS sin ninguna muestra disuelta. La fibrilogénesis se
inducira incubando soluciones de colageno neutralizadas a 37°C durante la noche en una camara humidificada para
evitar la deshidratacion. Las soluciones de gel con colageno: proporciones molares de muestra distintas de 10:1 se
prepararon de manera similar.

EJEMPLO 17

Caracterizacién viscoeldstica de geles.

[0106] Geles de colageno se prepararon como se describe en el Ejemplo 16 y antes del calentamiento, 200 pL de
cada tratamiento se pipetearon sobre la superficie humectable de portaobjetos hidrofébicamente impresos (Tekdon).
La impresion de PTFE restringié los geles a la region humectable de 20 mm de diametro. Los geles se formaron en
una incubadora humidificada a 37°C durante la noche antes de las pruebas mecanicas.

[0107] Los portaobjetos se sujetaron a la etapa del redGmetro de un redémetro AR-G2 con una geometria de placa
paralela de acero inoxidable de 20 mm (TA Instruments, New Castle, DE), y la geometria de la placa paralela de
acero inoxidable de 20 mm se redujo a una distancia de separacion de 600 uM usando un control de fuerza normal
de 0,25N para evitar una cizalladura excesiva en el gel formado. Se realizd un proceso iterativo de barridos de
tension y frecuencia en geles de colageno solo para determinar el rango lineal. Todas las muestras también se
analizaron en un rango de frecuencia de 0,1Hz a 1,0Hz y una tension controlada de 1,0 Pa. El analisis estadistico
utilizando el software Design Expert (StatEase, Minneapolis, MN) se realizdé en cada frecuencia y se utilizd un
ANOVA de 5 vias para comparar muestras. Los resultados mostrados en la FIGURA 9, 10:1; FIGURA 10, 5:1; y la
FIGURA 11, 30:1 demuestra que el tratamiento con peptidoglicanos sintéticos puede modificar el comportamiento
viscoelastico de los geles de colageno tipo I.

EJEMPLO 18

Caracterizacién viscoeldstica de geles que contienen colageno il

[0108] Los geles que contenian colageno tipo Il se prepararon como en el EJEMPLO 16 con las siguientes
modificaciones: las soluciones de gel tratadas y sin tratar se prepararon utilizando una concentraciéon de colageno de
1,5 mg/ml (90% de colageno Il (Millipore), 10% de colageno 1), las muestras de 200 pl se pipetearon en superficies
humectables de 20 mm de diametro de portaobjetos impresos hidréfobos. Estas soluciones se dejaron gelificar a
37°C durante 24 horas. Los geles se formaron a partir de colageno solo, colageno tratado con sulfato de dermatan
(relacion molar 1:1 y 5:1) y colageno tratado con péptidos de unién a colageno Il solo (GSIT y KELN, relacién molar
5:1) sirvieron como controles. Los geles tratados contenian los peptidoglicanos (DS-GSIT o DS-KELN a
proporciones molares 1:1 y 5:1. Todas las proporciones son proporciones colageno:compuesto de tratamiento. Los
geles se caracterizaron como en el Ejemplo 17, excepto que las muestras se analizaron durante rango de frecuencia
de 0,1Hz a 1,0Hz a una tension controlada de 1,0 Pa. Como se muestra en las FIGURAS 12 y 13, el conjugado de
sulfato de dermatan-GSIT y el conjugado de sulfato de dermatan-KELN (peptidoglicanos sintéticos) pueden influir en
las propiedades viscoelasticas de los geles formados con colageno tipo Ill.

EJEMPLO 19

Fibrilogénesis

[0109] La fibrilogénesis del colageno se monitorizé midiendo la absorbancia relacionada con la turbidez a 313 nm,
proporcionando informacién sobre la tasa de fibrilogénesis y el diametro de la fibrilla. Las soluciones de gel se
prepararon como se describe en el EJEMPLO 16 (4 mg/ml de colageno, 10:1 de colageno:tratamiento, a menos que
se indique lo contrario) y se agregaron 50 pl/pocillo a 4°C a una placa de 384 pocillos. La placa se mantuvo a 4°C
durante 4 horas antes de iniciar la formaciéon de fibrillas. Se usé un SpectraMax M5 a 37°C para medir la
absorbancia a 313 nm a intervalos de 30 s durante 6 horas. Los resultados se muestran en las FIGURAS 14, 15 y
16. La T4,2 para la formacion de gel de las muestras con una relacion molar de 10:1 se muestra en la FIGURA 17. El
sulfato de dermatan-SILY disminuye la tasa de fibrilosemia.
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EJEMPLO 20

Microscopia de reflexién confocal

[0110] Los geles se formaron e incubaron durante la noche como se describié anteriormente en el EJEMPLO 16, los
geles se tomaron imagenes con un microscopio confocal Olympus FV1000 usando una lente de inmersion en agua
60X, 1,4 NA. Las muestras se iluminaron con luz laser de 488 nm y la luz reflejada se detectd con un tubo
fotomultiplicador utilizando un filiro de reflexion azul. Se tomaron imagenes de cada gel a 100 uM de la parte inferior
del gel, y se tomaron imagenes de tres ubicaciones separadas para garantizar un muestreo representativo. Los
resultados se muestran en la FIGURA 18.

EJEMPLO 21

Mediciones Crio-SEM en colageno |

[0111] Se formaron geles para crio-SEM, como en el EJEMPLO 16, directamente en la etapa de SEM y se
incubaron a 37°C durante la noche. Las etapas se aseguraron luego en un criogénico y se sumergieron en una
solucién de nitrégeno liquido. Las muestras se transfirieron luego a una precamara de Gatan Alto 2500 enfriada a -
170°C al vacio. Se cre6 una superficie de rotura libre con un bisturi enfriado y cada muestra se evapord en
condiciones de sublimacion durante 20 min. La muestra se recubrié con recubrimiento de pulverizaciéon de platino
durante 120 s. Las muestras se transfirieron a la etapa criogénica a -130°C y se tomaron imagenes de las regiones
con una orientacién similar para la comparacion entre los tratamientos. Las muestras representativas tomadas a
5,000x se muestran en la FIGURA 19. El analisis de las imagenes se realizo para determinar el diametro promedio
de la fibrilla, FIGURA 22; y la distancia promedio entre las hojas de colageno, FIGURA 23. El diametro de las fibrillas
se calculd utilizando el software ImagedJ (NIH) midiendo las fibrillas individuales a mano (trazando una linea a través
de las fibrillas y midiendo su longitud después de establecer la escala correctamente). Hubo 3 observadores, 3
imagenes separadas por tratamiento, 10 fibrillas registradas por imagen, dando un total de 90 mediciones por
tratamiento. La distancia de la hoja se calculé usando ImageJ, de nuevo midiendo a mano. Un observador y 15
medidas por tratamiento. El diametro de la fibrilla y la distancia entre las laminas de colageno disminuyeron en los
geles tratados con el peptidoglicano sintético sulfato de dermatan-SILY.

EJEMPLO 22

Mediciones Crio-SEM en colageno I

[0112] Se formaron geles para crio-SEM, como en el Ejemplo 16, directamente en la etapa de SEM y se incubaron a
37°C durante la noche con las siguientes modificaciones. La concentraciéon de coldgeno fue de 1 mg/ml (90% de
colageno Ill, 10% de coldgeno 1). La proporcion de coldgeno:DS fue de 1:1 y la proporcion de
colageno:peptidoglicano fue de 1:1. Las imagenes se registraron como en el EJEMPLO 21. La proporcion de
volumen de vacio a volumen de fibrillas se midi6 usando una variacion del método en el EJEMPLO 21. Los
resultados se muestran en las FIGURAS 20 y 21. Sulfato de dermatan-KELN y sulfato de dermatan-GSIT
disminuyen el espacio vacio (aumentar el diametro de la fibrilla y la ramificacion) en los geles de colageno tratados.

EJEMPLO 23

Confirmacién AFM de banda D

[0113] Las soluciones de gel se prepararon como se describe en el EJEMPLO 16 y 20 pyL de cada muestra se
pipetearon sobre un cubreobjetos de vidrio y se dejo gelificar durante la noche en un incubador humidificado. Los
geles se deshidrataron por tratamiento con soluciones de etanol graduadas (35%, 70%, 85%, 95%, 100%), 10 min
en cada solucion. Las imagenes de AFM se realizaron en modo de contacto, con una tasa de escaneo de 2 Hz
(multimodo SPM, Veeco Instruments, Santa Barbara, CA, EE.UU., puntas de AFM punta de modo de contacto de
nitruro de silicio k = 0,05N/m, Veeco Instruments) Punto de ajuste de deflexion: 0-1 voltios. La banda D se confirmo
en todos los tratamientos como se muestra en las FIGURAS 2 y 38.

EJEMPLO 24

Remodelacién de colageno

Preparacion de muestras de tejido

[0114] Siguiendo un método de Grassl, et al. (Grassl, et al., Journal of Biomedical Materials Research 2002, 60, (4),
607-612), que se incorpora aqui en su totalidad, se formaron geles de colageno con o sin imitadores de PG
sintéticos tal como se describe en el Ejemplo 16. las células del musculo liso adrtico (Cascade Biologics, Portland,
OR) se sembraron dentro de geles de colageno afiadiendo 4 x 108 células/ml a la solucion de colageno neutralizada
antes de la incubacion. Las soluciones de células de colageno se pipetearon en un portaobjetos Lab-Tek con
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camara de 8 pocillos y se incubaron en una atmoésfera humidificada con 37°C y 5% de CO; incubadora. Después de
la gelificacion, los geles de colageno celular se cubriran con 1 ml de Medio 231 segun lo prescrito por Cascade.
Cada 3-4 dias, se eliminé el medio de las muestras y se midio6 el contenido de hidroxiprolina mediante un ensayo de
hidroxiprolina estandar (Reddy, 1996).

Contenido de hidroxiprolina

[0115] Para medir el colageno degradado en el medio sobrenadante, la muestra se liofilizd, la muestra se hidrolizd
en NaOH 2M a 120°C durante 20 min. Después de enfriarse, la hidroxiprolina libre se oxidé agregando cloramina-T
(Sigma) y reaccionando durante 25 minutos a temperatura ambiente. El reactivo de aldehido de Ehrlich (Sigma) se
afadié y se dejo reaccionar durante 20 minutos a 65°C y luego se leyd la absorbancia a 550 nm en un
espectrofotometro M-5 (Molecular Devices). El contenido de hidroxiprolina en el medio es una medida indirecta del
potencial de remodelado de colageno y tejido degradado. Los cultivos se incubaron hasta 30 dias y se midieron tres
muestras de cada tratamiento. Se usaron geles incubados sin células afadidas como control. Los péptidos libres
SILY y Dc13 dieron como resultado una mayor degradacion del colageno en comparacion con el colageno solo
medido por el contenido de hidroxiprolina en medio celular como se muestra en la FIGURA 53.

Viabilidad celular

[0116] La viabilidad celular se determind usando un kit de viabilidad/vitalidad vivo/muerto violeta (Molecular Probes.
El kit contiene una mancha calceina-violeta (células vivas) y colorante reactivo aqua-fluorescente (células muertas).
Las muestras se lavaron con 1 x PBS y se incubaron con 300 pl de solucién de colorante durante 1 hora a
temperatura ambiente. Para eliminar el colorante no unido, las muestras se enjuagaron con 1 x PBS. Las células
vivas y muertas se contaron después de obtener imagenes de una porcion 2-D con filtros 400/452 y 367/526 en un
microscopio confocal Olympus FV1000 con un objetivo de 20x. Los geles se escanearon en busca de regiones
representativas y se tomaron 3 conjuntos de imagenes a distancias iguales en el gel para todas las muestras.

EJEMPLO 25

Proliferacién celular en geles

[0117] Las muestras de gel se prepararon como en el EJEMPLO 16 (4 mg de colageno/ml, 10:1 de
colageno:tratamiento) Las células se sembraron a 1,5 x 104 células/cm? y se incubaron en medio de crecimiento
durante 4 horas para adherir las células al gel. A continuacion, se aspird el medio de crecimiento y se trataron las
células durante 24 horas. Las concentraciones de tratamiento fueron iguales a las de los geles con una relacion
molar de 10:1 colageno:tratamiento. Las células se incubaron en medio de crecimiento durante 4 horas para
adherirse al gel. El medio de crecimiento se eliminé por aspiracion y se reemplazé con medio de crecimiento fresco.
Las muestras se incubaron durante 24 h. El nimero de células en cada muestra se midié utilizando el ensayo de
proliferacién celular CyQuant (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Los resultados mostrados en la FIGURA 25
indican que los peptidoglicanos y péptidos sintéticos no afectan adversamente la proliferacion celular.

EJEMPLO 26

Preparaciéon de DS-Dc13

[0118] La secuencia del péptido DC13 es SYIRIADTNITGC y su forma marcada con fluorescencia es
ZSYIRIADTNITGC, donde Z designa dansilglicina. La conjugacion con sulfato de dermatan utilizando el reticulante
heterobifuncional PDPH se realiza como se describe para DS-SILY en el EJEMPLO 3. Como se muestra en la
FIGURA 27, la relacion molar de Dc13 a sulfato de dermatan en el conjugado (DS-Dc13) fue de aproximadamente 1,

EJEMPLO 27

Ensayo de union de fluorescencia para DS-ZSILY

[0119] Los ensayos de unidn a fluorescencia descritos para DS-ZSILY se realizaron con la secuencia de péptido
ZSYIRIADTNITGC (ZDc13). Los resultados aparecen en la FIGURA 28, mostrando que DS-ZDc13 se une
especificamente a la superficie del colageno de una manera dependiente de la dosis, aunque no se logro la
saturacion a la tasa mas alta ensayada.

EJEMPLO 28

Ensayo de fibrilogénesis para DS-Dc13

[0120] Un ensayo de la fibrilogénesis como se describe para DS-SILY, EJEMPLO 19, realizado con el conjugado
DS-DC13. Los resultados mostrados en la FIGURA 29 indican que el DS-Dc13 retrasa la fibrilogénesis y disminuye
la absorbancia general de una manera dependiente de la dosis. El péptido Dc13 libre, en contraste, tiene poco
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efecto sobre la fibrilogénesis en comparacion con el colageno solo en la proporcion molar alta de colageno:aditivo de
1:1.

EJEMPLO 29

Uso de Crio-SEM para medir didametros de fibrillas.

[0121] Usando una modificacion del EJEMPLO 21, los diametros de las fibrillas se midieron mediante crio-SEM. Los
diametros de las fibrillas de las imagenes crio-SEM tomadas a 20,000x se midieron utilizando el software ImageJ
(NIH). Se midieron al menos 45 fibrillas para cada tratamiento. Los resultados se presentan como promedio + S.E. El
analisis estadistico se realiz6 utilizando el software DesignExpert (StatEase) con a = 0,05. Los resultados se
muestran en la FIGURA 30. La decorina y los peptidoglicanos sintéticos disminuyen significativamente el diametro
de las fibrillas sobre el colageno o colageno + sulfato de dermatan. En comparacion con el colageno solo, el péptido
libre Dc13 no afecta el diametro de la fibrilla, mientras que el SILY libre produce una disminucién del diametro de la
fibrilla.

EJEMPLO 30

Cultivo celular y compactacion de gel

[0122] Las células musculares lisas de la arteria coronaria humana (HCA SMC) (Cascade Biologics) se cultivaron en
medio de crecimiento (Medio 231 suplementado con factor de crecimiento de musculo liso). Se usaron células del
paso 3 para todos los experimentos. Se utilizé medio de diferenciacion (Medio 231 complementado con 1% de FBS
y 1x plumal/estreptococo) para todos los experimentos, a menos que se indique lo contrario. Este medio difiere del
protocolo del fabricante en que no contiene heparina.

[0123] Los geles de colageno se prepararon con cada aditivo como se ha descrito con la excepcion de que la
adicién ejemplar 1x PBS se omitié para dar cabida a la adicion de las células en medios. Después de incubarse en
hielo durante 30 minutos, se afiadieron HCA SMC en medio de diferenciaciéon a las soluciones de gel hasta una
concentracion final de 1 x 108 células/ml. Los geles se formaron por cuadruplicado en placas tratadas con cultivo sin
tejido de 48 pocillos (Costar) durante 6 horas antes de agregar 500 yL/medio de diferenciacion de pocillo. Los geles
se liberaron de los bordes del pozo después de 24 horas. El medio se cambié cada 2-3 dias y las imagenes para
compactacion se tomaron en los mismos puntos de tiempo utilizando un Gel Doc System (Bio-Rad). El area de la
seccion transversal de los geles circulares que se correlaciona con el grado de compactacion se determind utilizando
el software Imaged (NIH). Los geles que no contenian células se utilizaron como control negativo y las células en
geles de colageno sin aditivos se utilizaron como control positivo. Los resultados se muestran en la FIGURA 31. El
dia 10, todos los geles se habian compactado hasta aproximadamente el 10% del area del gel original, y las
diferencias entre los aditivos eran pequefas. Los geles tratados con DS-Dc13 fueron leves, pero significativamente
menos compactos que los geles tratados con decorina o colageno, pero la compactacion fue estadisticamente
equivalente a la observada con los geles tratados con DS y SIL-SILY.

EJEMPLO 31

Medicion de elastina

[0124] Los geles de colageno sembrados con HCA SMC se prepararon como se describe en el Ejemplo 30. El
medio de diferenciacion se cambi6 cada tres dias y los geles se cultivaron durante 10 dias. Se usaron geles de
colageno que no contenian células como control. Los geles se enjuagaron en 1xPBS durante la noche para eliminar
la proteina sérica y los geles se analizaron para determinar el contenido de elastina utilizando el analisis de elastina
Fastin segun el protocolo de los fabricantes (Biocolor, County Atrim, Reino Unido). Brevemente, los geles se
solubilizaron en acido oxalico 0,25 M incubando a 100°C durante 1 h. La elastina se precipitd y las muestras se
centrifugaron a 11.000 x g durante 10 min. El sobrenadante de colageno solubilizado se eliminé y el sedimento de
elastina se tid con reactivo de tinte Fastin durante 90 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se
centrifugaron a 11.000 x g durante 10 minutos y se elimino el tinte no unido en el sobrenadante. El colorante de los
granulos de elastina fue liberado por el reactivo de disociacion Fastin Dye, y las muestras de 100 pl se transfirieron a
una placa de 96 pocillos (Costar). La absorbancia se midié a 513 nm y el contenido de elastina se calculd a partir de
una curva patron de a-elastina. Los resultados de estos ensayos se muestran en la FIGURA 32. El tratamiento con
DS-SILY aumenté significativamente la produccion de elastina en todas las muestras. El tratamiento con DS y DS-
Dc13 redujo significativamente la produccion de elastina sobre el colageno no tratado. Las muestras de control de
geles de colageno sin células no mostraron produccion de elastina.

EJEMPLO 32

Efecto de la heparina o heparina-SILY sobre la interaccién plaguetaria

[0125] El colageno se inmovilizd sobre portaobjetos de cubierta de vidrio (18 mm) mediante la incubaciéon de
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portaobjetos con colageno a 2 mg/ml en HCI 10 mM durante 1 hora a 37°C. Luego, los portaobjetos se lavaron con
1x PBS y se almacenaron a 4°C en 1x PBS durante 24 horas hasta pruebas adicionales. Se utilizaron portaobjetos
de cubierta de vidrio sin tratar como control negativo. Los portaobjetos se colocaron en una placa no tratada con
cultivo de tejidos de 48 pocillos (Costar) con la superficie de colageno hacia arriba. La heparina o la heparina-SILY
se disolvieron en 1x PBS a una concentracion de 100 uM y se incubaron a 100 uL/pocillo durante 30 min a 37°C. Se
aspiraron heparina no unida o heparina-SILY y las superficies se lavaron con 1 ml de 1x PBS. Los portaobjetos
inmovilizados con colageno incubados con 1x PBS que no contiene aditivos se utilizaron como control positivo.

[0126] La sangre humana total se centrifugd a 800 x g durante 15 min y 100 yL de plasma rico en plaquetas se retira
de la capa leucocitica y se afadié a cada pocillo. Después de incubarse durante 1 hora a 37°C, se extrajo plasma
rico en plaquetas de los pocillos y los pocillos se lavaron suavemente con 1x PBS para eliminar las células no
unidas. Los portaobjetos se fijaron con glutaraldehido al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente, se enjuagaron y
se liofilizaron antes de la obtencion de imagenes. Los portaobjetos se recubrieron por pulverizacion de oro durante 3
min y se tomaron imagenes a 200x en un JEOL 840 SEM. Los resultados se muestran en la FIGURA 33. Estas
imagenes muestran que el tratamiento con el conjugado heparina-SILY afecta la unién de las plaquetas al colageno.

EJEMPLO 33

Medicion crio-SEM de la densidad fibrilar

[0127] Geles de colageno se formaron en presencia de cada aditivo en una proporciéon de 10:1 molar, tal como se
describe en el Ejemplo 16, directamente en la etapa de SEM, se procesaron, y se realizaron imagenes como se ha
descrito. Las imagenes a 10.000x se analizaron para los calculos de densidad de fibrillas. Las imagenes se
convirtieron a 8 bits en blanco y negro, y los valores de umbral para cada imagen se determinaron utilizando el
software Imaged (NIH). El umbral se defini6 como el valor donde todas las fibrillas visibles son blancas y todo el
espacio vacio es negro. La proporcion de area blanca a negra se calculd utilizando el software MatLab. Todas las
mediciones se tomaron por triplicado y los umbrales fueron determinados por un observador cegado al tratamiento.
Las imagenes de los geles se muestran en la FIGURA 37 y las densidades medidas se muestran en la FIGURA 34.

EJEMPLO 34

Caracterizacién viscoelastica de geles que contienen Dc13 o DS-Dc13

[0128] Se prepararon geles de colageno, como en el Ejemplo 16. La caracterizacion viscoelastica se realizé como se
describe en el Ejemplo 17 en geles formados con relaciones variables de colageno para aditivo (tratamiento). El
tratamiento con sulfato de dermatan o conjugado de dermatan-Dc13 aumenta la rigidez del gel de colageno
resultante sobre el colageno no tratado, como se muestra en la FIGURA 35.

EJEMPLO 35

Ensayo de proliferacion celular y citotoxicidad

[0129] Las SMC de HCA, preparadas como en el EJEMPLO 30, se sembraron a 4,8 x 10* células/ml en medio de
crecimiento en una placa de fondo negro/transparente de cultivo de tejidos de 96 pocillos (Costar) y se dejaron
adherir durante 4 horas. Se aspir6 el medio de crecimiento y se agregaron a cada pocillo 600 yl de medio de
diferenciacion que contenia cada aditivo a una concentracion equivalente a la concentracion dentro de los geles de
colageno (1,4 x 10 M). Las células se incubaron durante 48 horas y luego se analizaron la citotoxicidad y la
proliferacién utilizando los ensayos vivo-muerto y CyQuant (Invitrogen), respectivamente, de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Se usaron células en medio de diferenciacién que no contenia aditivo como control. Los
resultados se muestran en la FIGURA 36 que indica que ninguno de los tratamientos demostré efectos citotdxicos
significativos.

EJEMPLO 36

Inhibicién de la unién plaquetaria y la activacién plaquetaria al colageno tipo |

Preparacién de la microplaca

[0130] El colageno fibrilar de tipo | (Chronolog, Havertown, PA) se diluyé en glucosa isotonica a una concentracion
de 20-100 pg/ml. Se afadieron 50 PYE de solucién de colageno a cada pocillo de una placa de 96 pocillos de alta
union. La placa se incubé durante la noche a 4°C y luego se enjuagé 3X con IX PBS.

[0131] El peptidoglicano se diluyé en PBS IX a concentraciones de 25 uM a 50 yM y solucion 50 pL se afadié a los
pocillos recubiertos de colageno. Los controles de GAG, péptido o PBS también se agregaron a los pocillos
recubiertos con colageno como controles. Los tratamientos se incubaron a 37°C con agitacién a 200 rpm durante 30
min. Luego, los pocillos se enjuagaron 3X con IX PBS, incluido un enjuague de 20 minutos con agitacion a 200 rpm
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para eliminar la molécula de tratamiento no unida.
Preparacion y activacion de las plaquetas

[0132] Se extrajo sangre humana completa de voluntarios sanos mediante venopuncién siguiendo el protocolo de
IRB de Purdue aprobado y con consentimiento informado. Los primeros 5 ml de sangre se descartaron, ya que se
pueden contaminar con colageno y otras proteinas, y luego se recogieron aproximadamente 15 ml en tubos con
vacio de vidrio citratado (BD Bioscience). La sangre se centrifugd en el tubo de vidrio durante 20 minutos a 200 x g a
20°C. La capa superior de la sangre centrifugada, el plasma rico en plaquetas (PRP), se utilizé para experimentos de
plaquetas. Se afadio PRP (50 ml/pocillo) a la microplaca y se dejo incubar durante 1 hora a temperatura ambiente
sin agitacion.

[0133] Después de 1 hora de incubacion, el PRP se retiré6 de cada pocillo y se afiadié a un tubo de microcentrifuga
que contiene 5 yL ETP (EDTA 107 mM, teofilina 12 mM, y prostaglandina E1 2,8 yM) para inhibir aun mas la
activacion de plaquetas. Estos tubos se hicieron girar a 4°C durante 30 minutos a 1.900 x g para sedimentar las
plaquetas. El sobrenadante (suero plaquetario) se recolecté para estudios ELISA para ensayar la presencia de
marcadores de activacion plaquetaria PF-4 y Nap-2.

Adherencia plaquetaria

[0134] Después de que el PRP se retir6 de los pocillos de las placas de colageno/tratamiento recubiertos, se
enjuagaron los pocillos 3 veces con NaCl al 0,9% durante 5 min cada agitacion a 200 rpm. La adherencia de las
plaguetas se cuantificd colormétricamente o se visualizé por fluorescencia.

Ensayo Colormétrico

[0135] Se afadieron 140 pl de un tampon de citrato de sodio/acido citrico (0,1 M, pH 5,4) que contenia Triton X-100
al 0,1% y 1 mg/ml de fosfato de p-nitro-fenilo a cada pocillo. La absorbancia de fondo se midié a 405 nm. La placa se
incubo luego durante 40 minutos a temperatura ambiente con agitacion a 200 rpm. El Triton X-100 crea poros en las
células, permitiendo que el p-nitrofenil fosfato interactie con la fosfatasa acida en las plaquetas para producir p-
nitrofenol. Después de 40 minutos de incubacion, se agregaron 100 ml de NaOH 2M a cada pocillo. El cambio de pH
detiene la reaccion al inactivar la fosfatasa acida y también transforma el p-nitrofenol en un compuesto épticamente
activo. Luego se ley6 la absorbancia a 405 nm y se correlacioné con el niumero de plaquetas adheridas. Los
resultados se muestran en la FIGURA 41.

Ensayo de fluorescencia

[0136] Las plaquetas adheridas se fijaron mediante incubacion con paraformaldehido al 4% durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Las plaquetas se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% durante 5 min. La actina
plaquetaria se marcé mediante incubacion con faloidina-AlexaFluor 488 (Invitrogen) que contenia BSA al 1% durante
30 min. Los pocillos se enjuagaron 3X con IX PBS, y se tomaron imagenes de las plaquetas adheridas usando un
microscopio de fluorescencia vertical usando un filtro DAPI.

[0137] Ver las FIGURAS 42 a 52 para los resultados. La agregacion de plaquetas en las superficies de colageno no
tratadas se indica mediante imagenes borrosas que resultan de las plaquetas agrupadas. Sin estar limitado por la
teoria, se cree que el agrupamiento de plaquetas en la direccién z (perpendicular a la superficie de la placa) evita la
captura de imagenes en un plano focal. En las superficies tratadas, la agregacion plaquetaria reducida da como
resultado menos aglomeraciones (menos plaquetas en la direccién z) y las imagenes enfocadas se pueden capturar
en la superficie de la placa. Estas imagenes muestran que el tratamiento con los peptidoglicanos sintéticos reduce la
adhesion de las células plaquetarias al colageno, la deteccién de marcadores de activacion plaquetaria.

[0138] Se utilizé el sobrenadante (suero de plaquetas) obtenido después de la granulacién de las plaquetas para
determinar los factores de activacion liberados. El Factor Plaquetario 4 (PF-4) y la B-tbromboglobulina (Nap-2) son
dos proteinas contenidas en los granulos alfa de plaquetas que se liberan tras la activacion de las plaquetas. ELISA
Sandwich se utilizaron para detectar cada proteina. Los componentes para ambos ELISA Sandwich se adquirieron
en (R&D Systems) y se siguieron los protocolos proporcionados. Las muestras de suero de plaquetas se diluyeron
1:10.000 - 1:40.000 en BSA al 1% en IX PBS, por lo que los valores cayeron dentro de un rango lineal. Los
resultados mostrados en las Figuras 39 y 40 muestran que el tratamiento con peptidoglicanos sintéticos disminuye la
activacion de las plaquetas por el colageno I.

EJEMPLO 37

Inhibicion de la unién de las plaguetas y la activacién de las plaquetas al colageno tipo lll y tipo |

[0139] Se utilizé el método de acuerdo con el Ejemplo 36 con la siguiente modificacion.
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Preparacién de microplacas

[0140] EI colageno de tipo | (colageno de cola de rata, BD Biosciences) y colageno de tipo Il (Millipore) se
combinaron en hielo con NaOH, IX PBS, y 10X PBS a las condiciones fisiologicas. La concentracion total de
colageno fue de 1 mg/ml con 70% de colageno tipo | y 30% de colageno tipo lll. Se pipetearon 30 ul de la solucién
de colageno en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. La placa se incub6 a 37°C en una incubadora humidificada
durante una hora, permitiendo que se formara un gel compuesto de colageno fibrilar en los pocillos. Los pocillos se
enjuagaron 3X con IX PBS.

[0141] El peptidoglicano diluido en PBS IX a concentraciones de 25 pM y 50 yL de solucion se afadié a los pocillos
recubiertos de colageno. Los controles de GAG, péptido o PBS también se agregaron a los pocillos recubiertos con
colageno como controles. Las combinaciones de peptidoglicano o péptido estaban compuestas por 25 uM de cada
molécula en IX PBS. Los tratamientos se incubaron a 37°C con agitacion a 200 rpm durante 30 min. Los pocillos se
enjuagaron luego 3X con IX PBS, incluido un enjuague de 10 minutos con agitacion a 200 rpm para eliminar la
molécula de tratamiento no unida.

[0142] Los resultados de las mediciones de inhibicion de la activacion de plaquetas que se muestran en la Figura 54
demuestran que los peptidoglicanos sintéticos inhiben la activacion de células de plaquetas por una mezcla de
colageno de tipo | y tipo lll.

[0143] Los resultados mostrados en la Figura 55 demuestran que los peptidoglicanos inhiben la unién de células de
plaquetas a mezclas de colageno tipo 1y tipo Ill.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula P,Gx en donde nes 1 a 10;

xes1a10

P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

RRANAALKAGELYKSILY y GSITTIDVPWNV; y

G es un glicano;

en donde la secuencia del péptido puede modificarse para incluir un segmento de glicina-cisteina en el punto de
unioén para el glicano.

2. Un compuesto de formula (PnL)xG en donde n es de 1 a 5;

xes 1a10;

P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

RRANAALKAGELYKSILY y GSITTIDVPWNYV;

L es un enlazador; y

G es un glicano;

en donde la secuencia del péptido puede modificarse para incluir un segmento de glicina-cisteina en el punto de
unioén para el glicano.

3. Un compuesto de férmula P(LG,)x en donde nes 1 a 5;

xes 1a10;

P es un péptido sintético de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 aminoacidos que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

RRANAALKAGELYKSILY y GSITTIDVPWNYV;

L es un enlazador; y

G es un glicano;

en donde la secuencia del péptido puede modificarse para incluir un segmento de glicina-cisteina en el punto de
union para el glicano.

4. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el glicano es un glicosaminoglicano o un
polisacarido.

5. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el péptido sintético tiene una homologia
de aminoacidos con la secuencia de aminoacido de un pequefio proteoglicano rico en leucina o una secuencia del
receptor de colageno plaquetario.

6. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el péptido sintético tiene homologia de
aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de una secuencia del receptor de colageno plaquetario.

7. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el glicano se selecciona del grupo que
consiste en alginato, agarosa, dextrano, condroitina, dermatan, sulfato de dermatan, heparan, heparina, queratina y
hialuronano.

8. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el glicano se selecciona del grupo que
consiste en sulfato de dermatan, dextrano y heparina.

9. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el enlazador comprende la férmula -
SCH2CH2C(O)NHN-=.

10. El compuesto de la reivindicacion 8, en el que el glicano es sulfato de dermatano.
11. El compuesto de la reivindicacion 8, en el que el glicano es heparina.

12. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o las reivindicaciones 10 y 11 cuando depende de
las reivindicaciones 1 a 3, en donde P comprende RRANAALKAGELYKSILY.

13. Una composicion que comprende el compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 y uno o mas
excipientes, o diluyentes farmacéuticamente aceptables, o una combinacion de los mismos.

14. La composicioén de la reivindicacion 13 en una forma adaptada para uso tépico.

15. La composicion de la reivindicacion 14, en la que la forma topica se selecciona del grupo que consiste en un
polvo, un gel, una crema, unglento, yeso y un liquido tépico.
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16. La composicién de la reivindicaciéon 13 adaptada para administracion parenteral.
17. La composicién de la reivindicacién 16, en la que la administracion parenteral es intravenosa o intraarterial.

18. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para uso en un método in vivo para inhibir la
activacion de plaquetas.

19. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para uso en un método in vivo de contacto y union
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al colageno e inhibicidn de la activacion plaquetaria.
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