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DESCRIPCION
Promotor de la produccion de bleomicina hidrolasa
Campo técnico

La presente invencién proporciona un sustrato de un promotor de la produccién de bleomicina hidrolasa para su uso
en un método para mejorar o prevenir la piel seca provocada por una dermatitis atdpica debida a la reduccion de la
expresion de bleomicina en la piel.

Técnica anterior

Las fibras de queratina de la capa granular epidérmica se agregan por union a una proteina denominada filagrina
durante la queratinizacién, creando una forma especifica denominada “patrén de queratina”. Aunque esta presente
en grandes cantidades un precursor de filagrina, la profilagrina (formada por 10 a 12 unidades de filagrina repetidas
en tandem) en los granulos queratohialinos de las células granulosas, durante la queratinizacién las fibras de
queratina se agregan mediante una desfosforilacion, junto con la formacién de mondmeros de filagrina.
Posteriormente, después de que las fibras agregadas hayan sido desiminadas mediante accion de una enzima
denominada peptidil arginina desiminasa (PAD) y liberada de la queratina, se degradan en aminoacidos y similares
en la capa cornea superior. Estos aminoacidos se denominan factores hidratantes naturales (NMF, por sus siglas en
inglés), y se sabe que desempefian un papel importante en la conservacion de la hidratacion en la capa cornea y en
la absorcion de los rayos ultravioleta (Blank, I. H., J. I. Dermatol., 18, 433 (1952); Blank, I. H., J. I. Dermatol., 21, 259
(1953)).

Desde que se ha demostrado claramente que los aminoacidos que son el componente principal de los NMF se
originan a partir de la filagrina, se han puesto en marcha investigaciones sobre la correlacion entre estados
patolégicos que presentan una piel seca y la filagrina. En fechas recientes, se ha determinado claramente que la
cantidad de aminoacidos disminuye en la piel seca asociada con la xerosis senil, enfermedades atdpicas y similares
(Horii, 1., et al., Br. J. Dermatol., 121, 587-592 (1989); Tanaka, M., et al., Br. J. Dermatol., 139, 618-621 (1989)).

La PAD induce la desiminacion de la filagrina actuando sobre su resto arginina y convirtiéndolo en un resto citrulina.
Se considera que, como resultado de que la filagrina se desimina de esta manera, se debilita la afinidad entre la
filagrina y las fibras de queratina y se liberan las fibras de queratina, provocando con ello que la filagrina sea mas
susceptible a la accion de proteasas que, en ultimo término, la degradan para producir NMF.

Los autores de la presente invencion han identificado a la calpaina-1 como una enzima que degrada la filagrina tras
su desiminacion por PAD, y determinaron que sus productos de degradacion, en forma de fragmentos peptidicos
pequefos, son degradados en unidades de aminoacidos, concretamente NMF, por la bleomicina hidrolasa (BH)
(Journal of Investigative Dermatology (2008), volumen 128, resumenes, 390, 539; Joint Conference of the 30th
Annual Meeting of the Molecular Biology Society of Japan and the 80th Conference of the Japanese Biochemical
Society, coleccion de resimenes de presentacion, p. 583; Journal of Biological Chemistry, 284, n.° 19, pp. 12829-
12836, 2009, 30P-0251; y publicacion de patente japonesa pendiente de examen n.° 2008-135944 (denominada
solicitud n.° 944).

Segun investigaciones mas recientes, se sabe que ciertas dermatitis atépicas aparecen debido a una anomalia en el
gen de profilagrina, y se observan anomalias en este gen en aproximadamente 5% al 50% de pacientes con
dermatitis atopica (Smith, F. J. D., et al., Nat. Genet., 38:337-342 (2006); Aileen Sandilands, et al., J. |. Dermatol.,
127, 1282-1284 (2007); y Nomura, T., et al., J. |. Dermatol., 128(6):1436-1441 (2008)). Sin embargo, esto no
significa necesariamente que la expresion de la filagrina disminuye mucho en la piel de pacientes con dermatitis
atopica.

La solicitud de patente japonesa JP2006-111560 A describe una sustancia que comprende uno o mas tipos
seleccionados de extractos Oryza sativa L., Pueraria lobata Ohwii, Prunus armeniaca L. var. ansu Maximowicz,
Lonicera japonica Thunberg, Saxifraga stolonifera, Rubus suavissimus Shugan Lee, Apocynum venetum L.,
Crataegus cuneata, Rosa roxburghii Traff. f. normalis Rehd. et Wils, Acanthopanax senticosus Harms, Zizyphus
jujuba var. inermis Rehd, Perilla frutescens crispa, Coptis japonica, Asarum sieboldii, Scutellaria baicalensis Georgi,
Phellodendron amurense, Morus alba, Paeonia suffruticosa Andrews, Paeonia lactiflora Pallas, Citrus unshiu Mercov,
Sapindus mukorossi Gaertn, Syzygium aromaticum, Lilium candidum, Glycine max Merrill, y Tremella fuciformis B.

Documentos de la técnica anterior

Documentos que no son patentes

- Documento que no es patente 1: Blank, I. H., J. I. Dermatol., 18, 433 (1952).

- Documento que no es patente 2: Blank, I. H., J. I. Dermatol., 21, 259 (1953).

- Documento que no es patente 3: Horii, |., ef al., Br. J. Dermatol., 121, 587-592 (1989).
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- Documento que no es patente 4: Tanaka, M., et al., Br. J. Dermatol., 139, 618-621 (1989).
- Documento que no es patente 5: Kamata, at al., J. Biochem., 141, 69-76, 2007.
- Documento que no es patente 6: Journal of Investigative Dermatology (2008), volumen 128, resimenes, S90, 539.

- Documento que no es patente 7: Joint Conference of the 30th Annual Meeting of the Molecular Biology Society of
Japan and the 80th Conference of the Japanese Biochemical Society, coleccion de resimenes de presentacion, p.
583 3P-0251.

- Documento que no es patente 8: Journal of Biological Chemistry, 284, n.° 19, pp. 12829-12836, 2009.

- Documento que no es patente 9: Smith, F. J. D., et al., Nat. Genet., 38:337-342 (2006).

- Documento que no es patente 10: Aileen Sandilands, et al., J. |. Dermatol., 127, 1282-1284.

- Documento de patente JP2006-111560 A.

Descripcion de la invenciéon

Problemas que se van a solucionar mediante la invencion

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un promotor de la produccién de bleomicina hidrolasa.

En la solicitud n.° 944 mencionada anteriormente, el autor de la presente invencién claramente determina que la
estimulacion de la actividad de la bleomicina hidrolasa mejora la funcién de barrera de la piel a través de la
produccion de NMF. De esta manera, se cree que la bleomicina hidrolasa actia en la etapa final de la produccién de
NMF. Sin embargo, resulta interesante advertir que, puesto que se sigue observando la expresion de filagrina en
numerosos pacientes con dermatitis atdpica con respecto a la piel seca provocada por la dermatitis atopica, se cree
que esta accién es provocada por un factor diferente a la anomalia en el gen de filagrina.

Los inventores de la presente invencion han examinado las fluctuaciones en la expresién de la bleomicina hidrolasa
segun un ensayo de piel seca en sujetos humanos y han analizado el mecanismo para controlar esta expresion
basandose en la hipotesis de que una menor expresion de bleomicina hidrolasa en la piel humana no solo esta
relacionada con una disminucion en la funcién de barrera de la piel provocada por una anomalia en el mecanismo de
producciéon de NMF, sino que también esta relacionada con la dermatitis atdpica causada principalmente por
trastornos inmunoldégicos y la piel seca y similar provocada por esta dermatitis. Como resultado, los inventores de la
presente invencién han descubierto que una menor expresion de bleomicina hidrolasa esta relacionada con la piel
seca provocada por la dermatitis atopica, y que esta presente una region de control que induce, de modo destacado,
la expresion de esa enzima en la region flanqueante-5' del gen que codifica esa enzima. De modo mas especifico,
los inventores de la presente invencién han clonado la region flanqueante-5' de la bleomicina hidrolasa (BH). En un
analisis de delecidon de esta, se identificd una region importante para la actividad del promotor de BH, -216 pb
cadena abajo de este. Un ensayo de desplazamiento de la movilidad electroforética demostré que MZF-1, Sp-1y los
factores reguladores de interferon (IRF, por sus siglas en inglés) IRF-1/2 son capaces de unirse a esta region in
vitro. Ademas, la actividad del promotor de BH disminuy6 considerablemente mediante una mutagénesis especifica
de sitio de los motivos MZF-1 y Sp-1. Estos datos sugieren que la expresion de BH se sobrerregula a través de MZF-
1y Sp-1. Resulta interesante advertir que una citoquina Th1, el interferén (IFN)-y, disminuye significativamente la
expresion de BH. Los efectos inhibidores de IFN-y sobre la expresiéon de BH se verificaron en un analisis empleando
mutagénesis especifica de sitio y ARN de interferencia pequefio. Por otra parte, una citoquina Th2, IL-4, no produjo
ninguna accion directa sobre la expresion de BH. Sin embargo, la IL-4 infrarregulé a MZF-1 y Sp-1 en queratinocitos
cultivados y, por tanto, esto sugiere que actia como supresor de la regulacion de BH. Por ultimo, se investigo la
expresion de BH en la piel de pacientes que padecen dermatitis atépica (AD, por sus siglas en inglés). Puesto que la
actividad y la expresion de BH disminuyen considerablemente en piel con lesiones de AD, se sugiri6 que estaba
presente un defecto en la via de degradacion de la filagrina en la AD. Tal como se ha indicado anteriormente, los
inventores de la presente invencién han descubierto que es muy probable que la transcripcion de BH se regule
durante la diferenciacion y la inflamacion. Asi, como resultado de investigar la actividad estimulante de la produccion
de bleomicina hidrolasa de diversos agentes farmacéuticos y medicamentos a base de plantas, los inventores de la
presente invencion han descubierto que ciertos farmacos y medicamentos a base de plantas tienen esta actividad, lo
cual ha conducido a completar la presente invencion.

El contenido de la presente invencion se define en la reivindicacion.

Efectos de la invencion

La presente invencion permite proporcionar un nuevo promotor de la produccion de NMF y un remedio para la piel seca.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama de una transferencia Western que indica la relacion entra las cantidades de bleomicina
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hidrolasa en extractos de piel humana obtenidos mediante pelado con cinta adhesiva y el nimero de veces que se
realiza el pelado con cinta adhesiva.

La figura 2 es un diagrama de una transferencia Western que indica la relacion entra las cantidades de bleomicina
hidrolasa en extractos de piel humana y la piel seca, en la que T y A indican las muestras procedentes de sujetos
que no presentan piel seca, N indica una muestra procedente de un sujeto que tiene la piel algo seca, y M indica una
muestra procedente de un sujeto con piel seca.

La figura 3 es una grafica que indica la relacion entra las cantidades de bleomicina hidrolasa presentes en un
extracto de capa cornea obtenido del brazo de sujetos humanos y su actividad enzimatica, en la que los numeros
indicados en el eje horizontal representan los numeros de identificacion de los sujetos.

La figura 4 indica los valores obtenidos mediante una aproximaciéon de primer orden usando el método de minimos
cuadrados para la relacion entre las cantidades de bleomicina hidrolasa obtenidas en la figura 3 y su actividad.

La figura 5indica los resultados de analisis estadisticos relacionados con la bleomicina hidrolasa presente en un
extracto de capa cornea obtenido del brazo de un sujeto humano y los parametros de la piel (A: aminoacidos libres,
B: actividad, C: pérdida de agua transepidérmica (TEWL, por sus siglas en inglés)), en la que “BH baja” indica una
cantidad de bleomicina hidrolasa menor que 10 y una actividad menor que 1,5 (nmol/min/ml), y “BH alta” indica una
cantidad de bleomicina hidrolasa igual o mayor que 10 y una actividad igual o mayor que 1,5 (nmol/min/ml).

La figura 6 es un diagrama de flujo de un cuestionario para clasificar la piel.

La figura 7 indica los resultados de medir parametros de la piel de la capa cornea de sujetos clasificados segun el
diagrama de flujo de la figura 6.

La figura 8 muestra diagramas de tincion de tejidos que muestran la localizacion de la bleomicina hidrolasa y la
filagrina en piel normal.

La figura 9 muestra diagramas de tincion de tejidos que muestran la localizacion de la bleomicina hidrolasa y la
filagrina en la piel de pacientes con dermatitis atopica.

La figura 10 es una grafica que indica la relacion entre la diferenciacion de los queratinocitos y los niveles de
expresion de la bleomicina hidrolasa usando una PCR cuantitativa, en la que los valores en el eje vertical
representan cantidades relativas en el caso de asignar un valor de 1 al nivel de expresion después de alcanzar una
confluencia del 80%.

La figura 11 es un diagrama esquematico que muestra la region flanqueante-5' del gen que codifica la bleomicina
hidrolasa.

La figura 12 es una grafica que indica los resultados de un ensayo de luciferasa del promotor de BH usando
queratinocitos epidérmicos humanos.

La figura 13 es una grafica que indica la relacion entre la expresion de los factores de transcripcion Sp-1, MZF-1 'y
GATA-1y lairradiacion UV.

La figura 14 es una grafica que indica la relacion entre los niveles de bleomicina hidrolasa en queratinocitos
epidérmicos humanos normales y la expresion de proteasas.

La figura 15 indica los cebadores utilizados para producir mutantes que tienen defectos 5’ consecutivos en la region
flanqueante-5' de BH mediante PCR.

La figura 16 indica los cebadores utilizados para analizar los niveles de transcripcion de BH y factores relacionados
mediante una RT-PCR a tiempo real cuantitativa.

La figura 17 indica las sondas usadas para analizar el desplazamiento en la movilidad electroforética.

La figura 18(A) muestra un dibujo esquematico de la region flanqueante-5' de la BH humana, en la que se determind
el supuesto sitio de unién al factor de transcripcion en la regiéon flanqueante-5' mediante una seleccion usando el
programa Genome Net Motif Program. La figura 18(B) muestra la region del promotor de BH determinada mediante
un analisis de delecion. La figura 18(C) muestra la secuencia de nucleétidos de la region —-216/-1 que contiene la
secuencia de promotor minima de BH y los supuestos sitios de unién del factor de transcripcion, en la que los
supuestos sitios de union del factor de transcripcion estan subrayados.

La figura 19(A) indica los resultados de determinar las propiedades de los sitios de union del factor de transcripcion
en el promotor de BH mediante mutagénesis especifica de sitio, que consisten en un diagrama esquematico de una
construccion de delecion del supuesto sitio de unién del factor de transcripcién que indica su actividad luciferasa en
queratinocitos cultivados, en la que se realizd una mutagénesis especifica de sitio usando una construccion de
abarca la secuencia de nucledtidos de la region —616/+1. La figura 19(B) muestra la union de MZF-1, Sp-1, GATA-1
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o IRF-1/2 a un elemento de accién en cis del promotor de BH, en la que se realizé un experimento en forma de un
ensayo de desplazamiento de la movilidad electroforética (EMSA, por sus siglas en inglés) empleando extractos
nucleares obtenidos a partir de queratinocitos cultivados y sondas oligonucleotidicas bicatenarias biotiniladas que
contienen el supuesto sitio de unioén del factor de transcripcion MZF-1, Sp-1, GATA-1 o IRF-L/2, indicando el carril 1
el perfil de unién de la sonda biotinilada en el extracto nuclear, e indicando el carril 2 el perfil de unién de la sonda
biotinilada tras una unién competitiva con una sonda no marcada presente en exceso en una cantidad al doble que
la de la sonda biotinilada.

La figura 20(A) indica los resultados de un analisis de RT-PCR a tiempo real de la expresién de BH que muestra los
efectos de citoquinas Th1, Th2 y Th17 sobre la expresion del gen de BH. La figura 20(B) indica los resultados de un
analisis de mutacién del sitio de uniéon a IRF-1/2 que muestra actividad del promotor de BH en queratinocitos
cultivados en presencia de IFN-y, segun se determina transfectando queratinocitos con pGL3-216 que contiene los
sitios de union a IRF-1/2 intactos de la region del promotor de BH, seguido de un tratamiento con IFN-y durante 24
horas (panel superior), y de la transfeccion de queratinocitos con ApGL3-616 (mutante de delecion de IRF-1/2),
seguido de un tratamiento durante 24 horas en presencia o en ausencia de IFN-y o IL-4 a una concentracion de 10
mg/ml (panel inferior). La figura 20(C) indica los resultados de medir la expresion de los genes de IRF-1 e IRF-2
usando ARN de interferencia pequefio (ARNip) para determinar si IRF-1/2 es o no es un mediador fundamental para
la infrarregulacion inducida por IFN-y, mediante la transfeccion de queratinocitos con ARNip de IRF-1 o IRF-2 (40
nM), seguido de un cultivo durante 24 horas, un tratamiento con IFN-y 10 ng/ml y otro cultivo durante 24 horas,
seguido del aislamiento del ARN, indicando el panel del lado derecho los efectos de silenciamiento de IRF-1 e IRF-2.

La figura 21(A) indica los resultados de un analisis de la expresion de BH, calpaina-1 y los supuestos factores de
transcripcion en células en proliferacion o células diferenciadas mediante una PCR a tiempo real para investigar la
regulacion de la transcripcion en la epidermis. La figura 21(B) indica los resultados de un analisis de los patrones de
expresion de los factores de transcripcion MZF-1, Sp-1, GATA-1, IRF-1 e IRF-2 en queratinocitos cultivados.

La figura 22(A) indica los efectos del IFN-y sobre la expresiéon de los supuestos factores de transcripcion IRF-1 e
IRF-2. La figura 22(B) indica los efectos de IL-4 sobre la expresion de los supuestos factores de transcripcion IRF-1,
IRF-2, MZF-1y Sp-1.

La figura 23(A) indica la localizacion simultanea de BH y filagrina en la capa granular, segun se indica mediante una
tincion doble con un anticuerpo anti-BH y un anticuerpo antifilagrina en epidermis normal. La figura 23(B) indica las
actividades de BH de extractos procedentes de piel con lesiones y piel sin lesiones de un paciente con AD.

La figura 24 indica los efectos estimulantes de diversos medicamentos a base de plantas y farmacos sobre la
produccién de bleomicina hidrolasa.

Mejor modo de realizar la invencion

La bleomicina hidrolasa es una enzima hidrolitica de cisteina de péptidos citoplasmica que tiene un peso molecular
de 250 kDa a 280 kDa (hexamero) y, en un primer momento, se determiné que su funcién era la desactivacion
metabolica del glicopéptido bleomicina, que se emplea con frecuencia en la quimioterapia de combinacion del
cancer. La bleomicina hidrolasa contiene los restos de sitio activo caracteristicos de la superfamilia de la papaina de
las cisteina proteasas, y su gen codificador esta presente en el locus genético 17q11.2 en seres humanos (Takeda,
et al., J. Biochem., 119, 29-36, 1996). Esta presente en todos los tejidos, y aunque se sabe que también esta
presente en la piel (Kamata, et al., J. Biochem., 141, 69-76, 2007), su relaciéon con la filagrina era completamente
desconocida hasta que fue revelada por los inventores de la presente invencion.

Basandose en los resultados de la tincion de tejidos, se determind que la bleomicina hidrolasa se expresaba a
niveles altos en la capa superior de la epidermis en la piel normal, de la misma manera que la filagrina (figura 8). Por
otra parte, en pacientes con dermatitis atopica, la expresion de esta enzima, asi como de la filagrina, disminuye en
localizaciones de erupciones atopicas (figura 9). Esto sugiere con fuerza que la causa de la dermatitis atopica no es
una anomalia en el gen de la profilagrina, sino una anomalia del sistema enzimatico responsable de su degradacion.
Ademas, la actividad bleomicina hidrolasa es significativamente menor no solo en las areas con lesiones de la piel
de pacientes con dermatitis atdpica, sino también en las areas sin lesiones (los datos no se muestran).

Ademas, como resultado de estudiar las fluctuaciones en los niveles de expresion de la bleomicina hidrolasa usando
queratinocitos cultivados, y por contraste con el hecho de que esta enzima apenas se expresa en queratinocitos no
diferenciados, se determind que se expresaba con fuerza en queratinocitos que han alcanzado la confluencia y en el
que el proceso de diferenciacion ha avanzado, y aunque apenas se expresa en células basales, se determind que se
expresaba con fuerza después de migrar hacia las células epidérmicas después de que hubiese avanzado la
diferenciacion (figura 10). Este resultado apoya los resultados de la tincion de células mencionada anteriormente. La
region flanqueante-5' del gen que codifica la bleomicina hidrolasa y, en particular, la regidon reguladora de la
transcripcion y los factores de transcripcion que se unen a esta region, se muestran en la figura 11. Es necesario
incluir una regiéon que se extiende al menos 216 pb cadena abajo desde la secuencia codificadora de la bleomicina
hidrolasa para expresar esta enzima. Se cree que la expresion de la bleomicina hidrolasa es especialmente
estimulada mediante la estimulacién de la actividad de unién de factores de transcripcion seleccionados entre los
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factores de transcripcion descritos en la figura 11 de IRF-1, IRF-2, MZF-1, SP-1 y GATA-1 contenidos en esta
region. De hecho, cuando la expresion de la bleomicina hidrolasa es estimulada mediante irradiacion ultravioleta
(UV) (los datos no se muestran), se observa una correlacion entre la estimulacién de la expresion de MZF-1 y
GATA-1y la intensidad y la duracion de la irradiacion con UV (figura 13).

La estimulacion de la produccion de la bleomicina hidrolasa también se ve afectada por las citoquinas. Por ejemplo,
la interleuquina-4 (IL-4), que es un tipo de citoquina Th2 que se sabe que esta implicada en la dermatitis atdpica,
infrarregula la expresion de la bleomicina hidrolasa. Esto apoya los bajos niveles de expresion de bleomicina
hidrolasa observados en la piel de pacientes con dermatitis atépica. Por otra parte, el interferén-y, que es un
representante tipico de una citoquina Th1 que tiene la capacidad para inhibir la produccion de IgE en contraste con
IL-4, aumenta significativamente la expresion de la bleomicina hidrolasa. Ademas, una citoquina Th2 que también es
un ejemplo tipico de una citoquina inflamatoria, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), también aumenta
significativamente la expresion de esta enzima. Ademas de estas sustancias, la expresion y/o actividad de la
bleomicina hidrolasa también aumenta por una irradiacién con UV. Sobre la superficie del cuerpo, aunque estos
resultados no se muestran, se ha confirmado que la actividad de la bleomicina hidrolasa en la piel de mejillas
susceptibles a la irradiaciéon por UV aumenta por la irradiacion con UV.

Aunque se emplea extracto de Rosa roxburghii, extracto de raiz de angélica, extracto de corteza de alcornoque,
extracto de Lamium album y extracto de romero en preparaciones externas para la piel, no se conoce que ninguno
de estos extractos tenga efectos estimulantes de la produccién de bleomicina hidrolasa ni efectos de estimulacién de
la produccién de NMF ni efectos para mejorar la piel seca. Por ejemplo, solo se sabe que el extracto de Rosa
roxburghii tiene un efecto estimulante de la sintesis de ceramida (publicacion de patente japonesa pendiente de
examen n.° 2006-111560) y un efecto inhibidor de la colagenasa (publicacion de patente japonesa pendiente de
examen n.° 2006-241148). Aunque también se emplean de forma similar el GABA de bencenosulfonilo (acido y-
aminobutirico de bencenosulfonilo) y el eritritol en preparaciones externas para la piel, no se conoce que ninguno de
estos dos farmacos tenga efectos estimulantes de la produccién de bleomicina hidrolasa ni efectos de estimulacion
de la produccién de NMF.

Los extractos mencionados anteriormente pueden obtenerse segun métodos normales y, por ejemplo, pueden
obtenerse sumergiendo o sometiendo a reflujo una porcién o toda la planta de origen con un disolvente de
extraccion a temperatura normal o con calentamiento, seguido de una filtracion y una concentracion. El sitio extraido
puede secarse antes de la extraccion con disolvente. Puede usarse cualquier disolvente como disolvente de
extraccion, con la condicién de que sea un disolvente que se emplee normalmente para la extraccion, y los ejemplos
incluyen disolventes organicos en forma de alcoholes, tales como metanol, etanol, propilenglicol, 1,3-butilenglicol o
glicerina, alcoholes que contienen agua, cloroformo, dicloroetano, tetracloruro de carbono, acetona, acetato de etilo,
hexano, asi como disolventes acuosos, tales como agua, disolucion salina fisiolégica, tampoén fosfato o tampdn
borato, y estos pueden usarse solos o0 en combinacion. Se emplean preferiblemente como disolvente un tipo o dos o
mas tipos seleccionados del grupo que consiste en agua, metanol, etanol y 1,3-butilenglicol.

El extracto obtenido extrayendo con un disolvente de la manera descrita anteriormente puede usarse directamente o
después de una concentracion mediante liofilizacion o similares, o segun sea necesario, y pueden retirarse las
impurezas usando un método de absorcién, tal como una resina de intercambio iénico, o puede usarse después de
adsorber con una columna de polimeros porosos (tal como una columna de Amberlite XAD-2), eluyendo con un
disolvente deseado y después concentrando.

Ciertos extractos, tales como extracto de Rosa roxburghii, extracto de raiz de angélica, extracto de corteza de
alcornoque, extracto de Lamium album'y extracto de romero, y farmacos, tales como GABA de bencenosulfonilo y
eritritol, han demostrado una accién que estimula, de una manera dependiente de la concentracién, la produccion de
bleomicina hidrolasa. Asi, desde este punto de vista, las cantidades incorporadas de extractos, tales como extracto
de Rosa roxburghii, extracto de raiz de angélica, extracto de corteza de alcornoque, extracto de Lamium album yl/o
extracto de romero en el promotor de la produccién de bleomicina hidrolasa de la presente invencién son del
0,0001% en peso al 20,0% en peso, preferiblemente del 0,0001% en peso al 10,0% en peso, y mas preferiblemente
del 0,001% en peso al 1% en peso como su peso seco basado en el peso total del agente. La cantidad incorporada
de farmacos, tales como GABA de bencenosulfonilo y/o eritritol es de 0,0001 mmol a 20,0 mmol, preferiblemente de
0,0001 mmol a 10,0 mmol, y mas preferiblemente de 0,001 mmol a 1 mmol como su peso seco basado en el peso
total del agente.

El promotor de la produccién de bleomicina hidrolasa segun la presente descripcion puede producirse segun
métodos normales. Ademas, aunque también puede prepararse usando un tipo o dos o mas tipos de los extractos y
farmacos mencionados anteriormente como componentes del promotor de la producciéon de bleomicina hidrolasa,
también se incorporan de modo adecuado componentes que normalmente se emplean en preparaciones externas
para la piel, tales como cosméticos o productos farmacéuticos que contienen cuasifarmacos, si es necesario, cuyos
ejemplos incluyen aceites, tensioactivos, polvos, colorantes, agua, alcoholes, espesantes, agentes quelantes,
siliconas, antioxidantes, absorbentes del ultravioleta, hidratantes, aromas, diversos ingredientes medicinales,
antisépticos, reguladores del pH y neutralizantes.

No existen limitaciones particulares en la forma de dosificacion del promotor de la producciéon de bleomicina
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hidrolasa de la presente invencion y este puede tener cualquier forma arbitraria, tal como un sistema en disolucion,
un sistema solubilizado, un sistema emulsionado, un sistema de polvo dispersado, un sistema de doble capa de
agua-aceite, un sistema de triple capa de agua-aceite-polvo, un ungiiento, un gel o un aerosol. Ademas, tampoco
existen limitaciones concretas en la forma de uso, y puede usarse de cualquier forma arbitraria, tal como una locién
de belleza, una leche, una crema, una esencia, una jalea, un gel, un ungiiento, un paquete para el cuidado facial,
una mascarilla o una base de maquillaje.

Puesto que el promotor de la produccién de bleomicina hidrolasa de la presente invencién se aplica la piel, este
puede usarse en tratamientos de belleza para prevenir y/o mejorar la piel seca. No existen limitaciones concretas
sobre la manera de usar o dosificar el promotor de la produccién de bleomicina hidrolasa de la presente descripcion
cuando se emplea en dichos tratamientos de belleza, y aunque la manera de uso y la dosificacion se determinan de
modo adecuado segun la forma del farmaco o el estado de arrugas de la piel que se va a tratar, generalmente una
cantidad adecuada de 0,1 ml a 1 ml por cm?se frota directamente sobre la piel o esta cantidad adecuada se
impregna sobre un trozo de gasa y después se aplica a la piel varias veces al dia, por ejemplo, de 1 a 5 veces al dia.

A continuacion se proporciona una explicacion mas detallada de la presente descripcion. Ademas, la presente
invencion se define por la reivindicacion.

Ejemplos
Se emplearon los siguientes materiales en los presentes experimentos.

La calpaina-1 se obtuvo en EMD Biosciences, Inc., y la bleomicina hidrolasa se preparé a partir de la capa cérnea de
una epidermis humana segun el documento que no es patente 5. La IL-4 y el IFN-y humanos se adquirieron en
Peprotech EC (Londres, Reino Unido). La IL-13 y la IL-17A/F humanas fueron fabricadas por R&D Systems Inc.
(Minneapolis, Minn.). La 4-metilcumaril-7-amida de citrulina (Cit-MCA) se adquiri6 en Bachem Bioscience AG
(Bubendorf, Suiza). Se emplearon productos quimicos de calidad de reactivo para todas las demas sustancias
usadas.

Cultivo de queratinocitos

Se cultivaron queratinocitos epidérmicos humanos normales derivados de epidermis neonatal (Kurabo Industries,
Ltd., Osaka, Japoén) en medio EpilLife (Cascade Biologics, Inc., Portland, Oreg.) que contenia calcio a baja
concentracion (0,03 mM) y suplemento de crecimiento HKGS (Cascade Biologics, Inc.). Todas las células se
incubaron a 37 °C en presencia de CO.al 5% y se usaron tras 4 transferencias de subcultivo. Las células se
recolectaron a una confluencia del 70%, a una confluencia del 100%, a los 2 dias después de alcanzar la
confluencia, y a los 2 dias después de alcanzar la confluencia con calcio 2 mM.

Experimento 1

Se cree que la bleomicina hidrolasa actia en la etapa final de la produccion de NMF. En este caso, existe la
posibilidad de que la expresion de esta enzima disminuya en la piel seca. En este experimento se realizé un estudio
para determinar si la disminucion en la expresion y/o la actividad de la bleomicina hidrolasa en la piel esta
relacionada o no con la piel seca.

Se recolectaron muestras de la capa cérnea de la piel mediante un pelado con cinta adhesiva que consiste en pegar
cinta adhesiva transparente (CelloTape™, Nichiban Co., Ltd.) a la superficie de la piel de un brazo, seguido de
despegar la cinta. La cinta con la capa cérnea de piel adherida después se cortd en trozos, se sumergié en tampdn
de extraccion (Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0), NaCl 0,14 M, Tween-20 al 0,1%, 1 ml) y después se someti6 a un tratamiento
ultrasonico (20 s x 4 rondas) para preparar extractos de la capa cornea. Estos extractos después se sometieron a un
analisis de la transferencia Western. El anticuerpo antibleomicina hidrolasa (BH) usado se produjo segun el método
de Kamata, et al. (Journal of Biological Chemistry, 2009). De forma mas especifica, después de someter el extracto
de capa cérnea a una electroforesis se trasladé a Immobilon-P (Millipore Corp.), y después de lavar la pelicula
trasladas se dejo que reaccionase con anticuerpo anti-BH durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de
retirar el anticuerpo mediante un lavado adicional, el extracto se hizo reaccionar con un anticuerpo secundario unido
a HRP. Después de lavar, la banda de la proteina de BH iluminada con el kit de transferencia Western ECL Plus
Western Blotting Kit (GE Healthcare Inc.) se cocié sobre una pelicula de rayos X y se calcularon los niveles de
expresion basandose en el grado de sombreado de la banda. Estos resultados se muestran en la figuras 1y 2.

En la figura 1, el espécimen 1 indica una muestra de capa cornea de la piel de una persona que cree que tiene piel
seca, mientras que el espécimen 2 es una muestra de capa cérnea de la piel de una estudiante sano que no cree
que tenga la piel seca. Ademas, los especimenes T y A en la figura 2 proceden de sujetos que no tienen piel seca, el
espécimen N procede de un sujeto que tiene la piel algo seca, y el espécimen M procede de un sujeto que tiene piel
seca. Aunque el nivel de expresion de la bleomicina hidrolasa en el espécimen 1 es bajo, el nivel de expresion de
esta enzima en el espécimen 2es alto. Basandose en este resultado, se entiende que los especimenes
1y 2 proceden de una piel seca y de una piel hidratada, respectivamente. Ademas, basandose en los resultados de
la utilizacion del espécimen 1, en el caso de la piel seca parece que la cantidad de bleomicina hidrolasa disminuye
en sitios mas cercanos a la superficie epidérmica en donde se realiza la produccion de NMF. En la figura 2, los
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especimenes T y A indican transferencias Western de extractos obtenidos a partir de especimenes que no tienen la
sensacion de tener piel seca, mientras que los especimenes N y M indican transferencias Western de extractos
obtenidos a partir de especimenes que tienen una fuerte sensacién de tener piel seca.

Experimento 2

En este experimento se realizé un estudio de las diferencias individuales en la cantidad y la actividad de bleomicina
hidrolasa en piel humana, junto con el examen de la relacion entre estas cantidades y la actividad. Se prepararon
extractos de la capa cérnea procedentes de la piel del brazo de 40 mujeres estudiantes con una edad de 20 a 25
segun el método descrito en el experimento 1. Se midié la cantidad y la actividad de bleomicina hidrolasa presente
en los extractos segun el método de Kamata, et al. (J. Biol. Chem., vol. 284, nimero 19, 12829-12836, 8 de mayo,
2009). Se evaluaron los niveles de expresion mediante transferencia Western, mientras que la actividad enzimatica
se evalud para la actividad aminopeptidasa de esta enzima midiendo la cantidad degradada de un sustrato
fluorescente, Cit-B-NA. Los resultados se muestran en la figura 3, mientras que se muestra un diagrama de
correlacion en la figura 4. Tal como resulta evidente a partir de los resultados mostrados en la figura 4, existe una
correlacion entre la cantidad de bleomicina hidrolasa y su actividad.

A continuacion se realizé un analisis estadistico con respecto a la bleomicina hidrolasa y diversos parametros de la
piel en los extractos de capa cérnea mencionados anteriormente. En este experimente, los extractos de capa cérnea
de 40 sujetos se clasificaron en los siguientes dos tipos. Después de haber digitalizado las cantidades de bleomicina
hidrolasa determinadas basandose en la transferencia Western con un densitémetro, se clasificaron los extractos en
los que la cantidad de bleomicina hidrolasa es menor que 10, basandose en una unidad arbitraria de 1, y en los que
la actividad enzimatica es menor que 1,5 nmol/min/ml, como que presentan una cantidad baja de proteina de
bleomicina hidrolasa y una baja actividad enzimatica (BH baja), mientras que el resto de los extractos se clasificaron
como que presentan una cantidad alta de proteina y una alta actividad enzimatica (BH alta).

Los aminoacidos libres se midieron segun el método de Kamata, et al. (J. Biol. Chem., vol. 284, nimero 19, 12829-
12836, 8 de mayo, 2009). De modo mas especifico, se dejo que el péptido de filagrina degradado con calpaina-1
reaccionase con cada extracto, seguido de la medicion de la cantidad de aminoacidos libres mediante la
cuantificacion de los grupos amino empleando fluorescamina. Los resultados de la medicién de los aminoacidos
libres se muestran en la figura 5A. Las unidades del eje vertical de la figura 5A indican la cantidad total de
aminoacidos libres (nmol) en 3 ml de muestra de medicion.

Se evaluo la actividad bleomicina hidrolasa midiendo la cantidad de un sustrato fluorescente, Cit-B-Na, degradado
por la aminopeptidasa de esta enzima, tal como ha sido descrito previamente. Los resultados de la mediciéon de la
actividad bleomicina hidrolasa se muestran en la figura 5B. Las unidades del eje vertical de la figura 5B indican la
cantidad degradada de Cit-B-Na (nmol/min/ml).

Se midio la pérdida de agua transepidérmica (TEWL, por sus siglas en inglés) de la piel de las estudiantes
mencionadas anteriormente usando un vapometro (Delfin Technologies, Ltd., Finlandia) y se expresdé como g/m?/h.
Los resultados de la medicion de la TEWL se muestran en la figura 5C.

Tal como se muestra en la figura 5C, se observa una diferencia significativa en el contenido en humedad de la capa
cornea entre el grupo con actividad bleomicina hidrolasa baja (menor que 2,5 U) y el grupo con actividad alta.
Ademas, se observaron pocos aminoacidos libres y la TEWL fue elevada en un grupo que presentaba baja cantidad
de enzima y baja actividad (figuras 5A y 5C).

Aunque los datos no se muestran, se observd una diferencia significativa en las cantidades de NMF y acido
urocanico entre los grupos con baja cantidad (menos que 1000) y alta cantidad de aminoacidos libres, y se observo
una diferencia significativa en la cantidad de acido urocanico entre los grupos con NMF bajos (menor que 0,8) y
NMF altos. Ademas se observaron diferencias significativas en NMF, acido lactico y urea entre los grupos con TEWL
baja (menor que 2,5) y TEWL alta. Cuando se piensa en que el acido urocanico se produce a partir de la histidina
contenida en grandes cantidades en la filagrina, puede entenderse que la bleomicina hidrolasa es importante en la
degradacion de la filagrina.

Basandose en los resultados de este experimento, en los casos en que la cantidad absoluta de bleomicina hidrolasa
es baja, puede entenderse que tanto la cantidad de aminoacidos libres como la funciéon de barrera disminuyen
significativamente. Aunque los datos no se muestran, incluso en el caso de emplear un extracto de capa cornea
procedente de mejilla, se confirma una relacion proporcional entre la cantidad de bleomicina hidrolasa y la funcién de
barrera de la piel.

Experimento 3

En este experimento se realizé un estudio entre las estudiantes mencionadas anteriormente basandose en el
diagrama de flujo mostrado en la figura 6, y se clasifico la piel de cada estudiante en una de cuatro categorias que
consisten en piel hidratada, piel seca, piel grasa seca o piel grasa. Los resultados del estudio y las correlaciones con
los resultados de los parametros de la piel medidas en el experimento 2 mencionado anteriormente se muestran en
la figura 7. Basandose en los datos mostrados en la figura 7, la actividad bleomicina hidrolasa fue significativamente
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mayor en las estudiantes clasificadas como que tenian piel grasa seca.
Experimento 4

En este experimento se realizd un estudio para determinar la cantidad de bleomicina hidrolasa presente en la piel y
la localizacion de la filagrina.

Tincién inmunohistoquimica

Se realizo la tinciéon inmunohistoquimica segun el método de Kamata, et al. (J. Biol. Chem., vol. 284, numero 19,
12829-12836, 8 de mayo, 2009). Las muestras consistian secciones congeladas de piel humana con un espesor de
5 ym, y se empled una IgG anti-BH de rata. De modo mas especifico, se obtuvieron especimenes de piel humana de
pacientes que padecian dermatitis atépica que estaban siendo tratados en the Tokyo Medical University después de
obtener su consentimiento informado. Este estudio fue aprobado por the Institutional Review Board de Tokyo
Medical University con relacion a los aspectos éticos en seres humanos y por un subcomité especial de Shiseido
Co., Ltd.

Se incubaron secciones de piel humana con dermatitis atdpica (piel con lesiones y piel sin lesiones) y normal con
IgG anti-BH de rata e IgG antifilagrina humana durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de un lavado con
PBS y una posterior incubacién con un anticuerpo secundario de unién fluorescente, Alexa Fluor 555 o 488
(Molecular Probes Inc., Eugene, Oreg.). Se empled DAPI (4',6'-diamidino-2-fenilindol, Molecular Probes Inc.) para
visualizar los nucleos.

Los resultados para la inmunotincién de la piel normal se muestran en la figura 8, mientras que los resultados de
comparar la piel de un individuo sano (piel normal) con la piel de un paciente con dermatitis atopica (erupciones
atopicas) se muestran en la figura 9. Tal como se muestra en la figura 8, la bleomicina hidrolasa se expreso6 a
niveles altos en la capa superior de la epidermis y mostré la misma localizacion que la filagrina. Por otra parte, en las
localizaciones de las erupciones atdpicas, la expresion de bleomicina hidrolasa y filagrina fue menor en comparacion
con la que aparece en la piel normal (figura 9).

PCR cuantitativa

Se midio el nivel de expresion de la bleomicina hidrolasa en queratinocitos mediante una PCR cuantitativa segun el
siguiente método usando un Light Cycler 480 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). Se empleé como
reactivo Light Cycler FastStart DNA Master CYBR Green |. Se afiadieron partes alicuotas de 0,6 ul de cada uno de
los siguientes cebadores de bleomicina hidrolasa y 6,8 pl de agua a 10 yl de la mezcla maestra SYBR Green |,
seguido de llevar a un volumen total de 20 pl y de realizar la PCR durante 45 ciclos que consistieron en 15 segundos
a 95 °C, 20 segundos a 55 °C y 20 segundos a 72 °C. Los resultados obtenidos se corrigieron mediante una
comparacion con los resultados para un gen constitutivo, G3PDH.

Cebador directo: TGTGGTTTGGCTGTGATGTT (SEQ ID NO:1)
Cebador inverso: GCACCATCCTGATCATCCTT (SEQ ID NO:2)

Los resultados de la PCR cuantitativa mencionada anteriormente se muestran en la figura 10. Tal como se muestra
en la figura 10, la bleomicina hidrolasa se expres6 a niveles mas altos en queratinocitos que habian alcanzado la
confluencia, concretamente los queratinocitos diferenciados, que en queratinocitos a una confluencia del 80%,
concretamente los queratinocitos no diferenciados. En otras palabras, segun los resultados de este experimento,
puede entenderse que esta enzima no se expresa en tanta cantidad en las células basales antes de la
diferenciacion. Estos resultados de la PCR cuantitativa apoyan los resultados de la tincion de tejidos mencionada
anteriormente.

Experimento 5
1) Ensayo de luciferasa del promotor de BH usando queratinocitos epidérmicos humanos

Se afiadio tampdn de lisis (200 pl) a queratinocitos en la etapa de proliferaciéon (aproximadamente al 80% de
confluencia) o después de la diferenciacion (después de alcanzar la confluencia, obtenida mediante una exposicion
al aire, la adicion de calcio 2 mM y la continuacion del cultivo durante 2 dias mas) para lisar las células. Se empleé el
sistema de ensayo de luciferasa Bright-Glo (Promega Co., Madison, Wis., EE. UU.) para la medicion. Se trasladaron
20 pl de la muestra a un tubo prescrito y se midié usando Auto Lumat Plus (LB953, Berthold GmbH & Co. KG, Bad
Wilbad, Alemania). Basandose en los resultados mostrados en la figura 12, se determind que una regién que se
extiende al menos 216 pb cadena abajo desde la secuencia codificadora de la bleomicina hidrolasa debe estar
presente en la region reguladora de la transcripcion mencionada anteriormente para que esta enzima se exprese.

2) Irradiacién con UV de queratinocitos epidérmicos humanos normales ("Normal Human Epidermal Keratinocytes",
NHEK)

Se recuperd el ARN mediante un método prescrito 3 horas, 24 horas y 48 horas después de irradiar con UVB a 30
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mJ o 60 mJ (Torex F120S-E-30/DMR, 20 W, Toshiba Medical Supply Co., Ltd.), y se midieron los niveles de
expresion de ARNm de la bleomicina hidrolasa y de la calpaina mediante una PCR cuantitativa. Como resultado de
estas mediciones, se determind que el nivel mas alto del ARNm de bleomicina hidrolasa fue expresado por la
muestra recuperada 48 horas después de irradiar a 30 mJ (figura 13).

3) Efecto de las citoquinas sobre la expresion de bleomicina

Se afiadio IL-4 (concentracion final: 0,1, 1,0 o 10 ng/ml), TNFa (concentracién final: 0,1, 1,0 o 10 ng/ml) e IFN-y
(concentracion final: 1,0, 10 o 100 ng/ml), respectivamente, a los queratinocitos cultivados en la etapa de
proliferacion y, después de incubar durante 24 horas, se recolectdé el ARN empleando Isogen. Se midio la expresion
del ARNm de bleomicina hidrolasa mediante una PCR cuantitativa. Estos resultados se muestran en la figura 14.
Basandose en los resultados mostrados en la figura 14, puede entenderse que un tipo de citoquina, la interleuquina-
4 (IL-4), infrarregula la expresion de la bleomicina hidrolasa.

Experimento 6: Caracterizacién del gen de BH humana
1) Clonacién de la region flanqueante-5' de BH

La region flanqueante-5' se amplificd basandose en la secuencia de nucledtidos del gen de BH humano usando el kit
Genome Walker Kit (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, Calif.) segun las instrucciones proporcionadas por
el fabricante y empleando el cebador 1 especifico de gen ("Gene-Specific Primer 1", GSP1): 5'-
tccctcgagtcetgtatcagagcagetaca-3' (SEQ ID NO:3) y el cebador 2 especifico de gen (GSP-2): 5-
tgaacacgcgtccgagctgctcatggeg-3' (SEQ ID NO:4). Brevemente, se realizé una PCR primaria empleando GSP1 y un
cebador adaptador ("Adapter Primer", AP) 1 segun el protocolo de PCR de dos etapas recomendado por el
fabricante (que consiste en 7 ciclos a 94 °C durante 25 segundos, y 72 °C durante 4 minutos, seguido de 32 ciclos a
94 °C durante 25 segundos y 67 °C durante 4 minutos y, por ultimo, una extensién a 67 °C durante 4 minutos)
usando ADN polimerasa Ex Taq (Takara Corp., Shiga, Japon) en presencia de dimetilsulféxido al 5%. Después la
mezcla de la PCR primaria se diluy6 y se empled como molde para una amplificacion con PCR secundaria que usa
GSP2 y AP2. La PCR secundaria se realizé de la misma manera que la PCR primaria, con la excepcion de realizar
inicialmente 5 ciclos en lugar de 7 ciclos y de realizar posteriormente 20 ciclos en lugar de 32 ciclos. Se produjeron
cepas mutantes de deleciones 5' consecutivas de la region flanqueante-5' de BH mediante PCR usando los
cebadores listados en la figura 15. Tras la amplificacion, todos los productos de la PCR se clonaron en el vector
pGEM-T Easy (Promega Co., Madison, Wis.) y después se sometieron a una secuenciacion empleando el analizador
genético ABI Prism 310 (Applied Biosystems Inc., Foster City, Calif.).

Para construir un plasmido indicador pGL3-1216/+1 se realiz6 una PCR bajo las condiciones de 30 ciclos de
desnaturalizacion inicial que consistié en 4 minutos a 94 °C, 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 60 °C y 1 minuto a 72
°C vy, por ultimo, una extension durante 4 minutos a 72 °C, usando pGEM-T-1216/+1 como molde y una pareja de
cebadores especificos de BH que contenian los sitios de restriccion Kpnl y Mlul (5-cgggtaccatcagagttccttagaa-3'
(SEQ ID NO:5) y 5-taaatacgcgttggcgcccacgetgecg-3' (SEQ ID NO:6)). Los productos de la PCR resultantes se
digirieron con Kpnl y Mlul y se clonaron en el vector pGL3-Basic (Promega Co.). Ademas, el vector pGL3-Basic
contiene el gen de luciferasa de luciérnaga. Todas las construcciones se prepararon usando el kit Qiagen Plasmid
Midi (Qiagen GmbH, Dusseldorf, Alemania).

2) Mutagénesis especifica de sitio

Se realizé una mutagénesis en los sitios de unién a MZF-1, Sp-1 e IRF-1/2 empleando el kit de mutagénesis dirigida
a sitio Quick Change (Stratagene Corp., La Jolla, Calif.). Para crear una mutacion de delecién en Sp-1 se emplearon
cebadores que consistian en 5'-ggaccccgtttcagcctcceegee-3' (SEQ ID NO:7) (cebador directo del sitio SP-1 mutante)
y 5-ggcggggaggctgaaacggggtcc-3' (SEQ ID NO:8) (cebador inverso del sitio Sp-1 mutante). Con respecto a la
mutacion de MZF-1, se emplearon cebadores que consistian en 5'-gactcagcaacgcggttttgtccctccge-3' (SEQ ID NO:9)
(cebador directo del sitio MZF-1 mutante) y 5'-gcggagggacaaaaccgcgttgctgagtca-3' (SEQ ID NO:10) (cebador inverso
del sitio MZF-1 mutante). Con respecto al IRF-1/2 mutante, se emplearon cebadores que consistian en 5'-
gccgecgagecteeggegetee-3' (SEQ  ID NO:11)  (cebador directo  del sitio IRF-1/2 mutante) y 5-
ggagcgccggaggcetcggegge-3' (SEQ ID NO:12) (cebador inverso del sitio IRF-1/2 mutante).

3) Transfeccion y medicion de la actividad del promotor

Se cultivaron queratinocitos en una placa de cultivo de tejidos de 12 pocillos a una densidad de 5 x
10 células/pocillo, seguido de una transfeccién con partes alicuotas de 1 ug de cada construccion usando el reactivo
de transfeccion FuGene HD (Roche Diagnostics AG, Basilea, Suiza). Para corregir para la eficacia de transfeccion,
todas las células se transfectaron simultdneamente con el vector pGL4.74 [hRluc-TK] (Promega Co.) que contenia el
gen de luciferasa del pensamiento de mar (Renilla) bajo el control del promotor de HSV-TK. A menos que se indique
especificamente lo contrario, las células se recogieron 24 horas después de la transfeccién y se lisaron usando 250
pl de tampédn de lisis pasivo (Promega Co.) por pocillo. Se analizé la actividad luciferasa usando un sistema de
ensayo indicador de luciferasa dual (Promega Co.) y un lumindmetro Auto Lumat Plus Luminoeter (Berthold
Technologies GmbH, Bad Wilbad, Alemania). Se estandarizé la actividad de la luciferasa de luciérnaga para la
actividad de la luciferasa del pensamiento de mar. Se realizaron independientemente tres transfecciones para cada
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construccion, y los resultados se expresan como su valor promedio.
4) Analisis de RT-PCR a tiempo real cuantitativa

Se analizaron los niveles de transcripcion de BH y factores relacionados mediante una RT-PCR a tiempo real
cuantitativa. Se extrajo el ARN total de células cultivas usando Isogen (Nippon Gene Co., Ltd., Tokio, Japén) segun
las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Se realizé la transcripcion inversa del ADNc usando
SuperScript™ 1l (Invitrogen Corp., Carlsbad, Calif.). Se llevé a cabo una RT-PCR a tiempo real con el sistema
ciclador Light Cycler Raid usando la mezcla maestra Light Cycler 480 SYBR Green | (Roche Diagnostics GmbH)
segun las instrucciones proporcionadas por el fabricante. En la figura 16 se muestra la informacion relacionada con
los cebadores usados. Se empled la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como gen constitutivo. Se
confirmo la especificidad de los fragmentos amplificados mediante un andlisis cuantitativo de las curvas de fusion
por medio del software analitico de Light Cycler. Se estandarizaron las cantidades de ARNm con respecto al ARNm
de GAPDH vy, por ultimo, se indican como una proporcion con respecto al ARNm de un control no tratado.

5) Supresion basada en ARNip de IRF-1 e IRF-2

Se transfectaron queratinocitos cultivados usando 40 nM de silRF-1, silRF-2 y siControl A (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, Calif.), junto con Lipofectamine RNAi Max (Invitrogen Corp., Carlsbad, Calif.) segun
las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Después de cultivar las células durante 24 horas en un medio sin
antibioticos se extrajo el ARN total y se analizé6 mediante una RT-PCR a tiempo real de una manera previamente
descrita.

6) Analisis de desplazamiento de la movilidad electroforética ("Electrophoretic Mobility Shift Analysis", EMSA)

Se prepararon sondas oligonucleotidicas bicatenarias asociando un oligonucleétido biotinilado monocatenario y un
oligonucleétido monocatenario no marcado (figura 17). Se realiz6 la extraccion nuclear y el EMSA usando un kit de
extraccion nuclear y un kit de desplazamiento en gel de EMSA (Panomics, Inc., Santa Clara, Calif.). Los extractos
nucleares (4 ug) se incubaron con 1x tampon de unién, 1 pg de Polyd (1-C) y sondas biotiniladas (50 pmol) que se
corresponden con los sitios de union de MZF-1, Sp-1, IRF-1/2 y GATA-1 durante 30 minutos a 15 °C. Para realizar
un ensayo competitivo, se afiadid una cantidad en exceso de dos veces de la sonda no marcada a la reaccion de
union antes de la adicién de la sonda biotinilada. Estas mezclas incubadas se sometieron a una electroforesis en gel
de poliacrilamida al 8%, junto 5% tampo6n TBE, y después se trasladaron a una membrana de nailon Biodyne B (Pall
Corp., Port Washington, N.Y.). Las bandas se visualizaron usando el reactivo de deteccion de quimioluminiscencia
proporcionado por el kit de desplazamiento en gel de EMSA.

7) Resultados
Aislamiento y caracterizacion del promotor del gen de BH humana

Se identificaron un gran ndmero de supuestos sitios de unién al factor de transcripcion en la region flanqueante-5' de
la BH humana mediante una seleccion con el programa Genome Net Motif (figura 18A). Puesto que estan presentes
ciertas secuencias que casi coinciden con las secuencias consenso reconocidas por MZF-1, Sp-1, IRF-1/2 y GATA-
1/2 en la regién —216/+1 cercana al sitio de inicio de la transcripcion en particular, se ha sugerido que estos factores
de transcripcion estan implicados en la regulacion de la actividad del promotor de BH. Se realizé un analisis de
delecion para determinar con mas precision la region del promotor de BH (figura 19B). Se detecto el nivel mas alto
de actividad luciferasa en queratinocitos diferenciados transfectados con pGL3-816. Sin embargo, la actividad
luciferasa relativa de los plasmidos de delecidon permanecio alta hasta que la deleciéon avanzé hasta pGL3-216. En
esta construccion (indicada como pGL3-444), un plasmido que contenia el fragmento —444/+1 mostré una actividad
significativamente mas baja en queratinocitos cultivados, sugiriendo con ello la presencia de una actividad supresora
cadena arriba en la region -616/-444. Puesto que estos resultados verifican que la regiéon —216/-1 contiene la
secuencia de promotor minima para la transcripcion del gen de BH, su secuencia de nucledtidos se muestra en la
figura 18C. Puesto que esta secuencia no contiene una caja TATA o CCAAT, se ha sugerido que este gen tiene
propiedades constitutivas. Por otra parte, estan presentes varios sitios de unién a un factor de transcripcion, tales
como MZF-1, Sp-1, IRF-1/2 y GATA-1/2, en esta region central del promotor.

Identificacion del elemento en cis latente implicado en la regulacién del gen de BH

Para determinar el elemento en cis latente de la secuencia minima de promotor implicado en la regulacion de la
transcripcion de la expresion del gen de BH, se construyé una nueva serie de cepas de mutantes de delecion que se
dirigian a cada elemento en cis. La actividad del promotor fue considerablemente infrarregulada en el caso de tener
delecionados los sitios de unién a MZF-1, Sp-1 e IPF-1/2 (figura 19A).

Ademas se realiz6é una investigacion para determinar si estos factores de transcripcion son realmente capaces o no
de unirse a cada supuesto sitio de unidn. Asi se realizdé un ensayo de desplazamiento de la movilidad electroforética
(EMSA) usando extractos nucleares procedentes de queratinocitos cultivados y sondas oligonucleotidicas
bicatenarias biotiniladas que contenian el sitio de unién a MZF-1, Sp-1, GATA-1 o IRF-1/2. Tal como se muestra en
la figura 19B, aunque Sp-1, MZF-1 e IRF-1/2 se unen a los sitios diana correspondientes al promotor de BH, GATA-
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1/2 no se unid. Estos resultados indican que estos sitios de union de la region del promotor de —216 pb a =105 pb
son fundamentales para el elemento en cis para la transcripcién de BH.

Regulacién mediada por citoquinas de la expresion del gen de BH

Puesto que la BH es una enzima productora de NMF, esta tiene la posibilidad de estar implicada en la patofisiologia
de la AD. Por consiguiente se realizd una investigacion de los efectos de citoquinas Th1, Th2 y Th17 sobre la
expresion del gen de BH. La figura 20A indica la infrarregulacion dependiente de la dosis de la expresion del ARNm
de BH por una citoquina Th1, IFN-y, en queratinocitos en proliferacion. Por otra parte, las citoquinas Th2 y Th17 no
mostraron ningun efecto significativo sobre la expresion de BH. Se obtuvieron resultados similares con
queratinocitos diferenciados (los datos no se muestran). Para aclarar el papel del IFN-y en la regulacién de la
expresion del gen de BH, se realizé un ensayo de promotor para identificar los elementos de respuesta a citoquinas.
Tal como se muestra en la figura 20B, el IFN-y infrarregula la actividad del promotor de BH en queratinocitos
cultivados transfectados con pGL3-BH-616 que contiene sitios de unién a IRF-1/2 entre =131 y —120. El IFN-y ya no
suprime la actividad del promotor después de delecionar esta secuencia (figura 20B). Ademas, para determinar si
IRF-1/2 es o no es un mediador fundamental de la infrarregulacion inducida por IFN-y de la BH, se suprimio la
expresion de los genes de IRF-1 e IRF-2 usando ARN de interferencia pequefio (ARNip). La actividad del IFN-y fue
significativamente inhibida en queratinocitos cultivados transfectados con ARNip de IRF-1 o IRF-2 (40 nM) (figura
20C). Estos resultados sugieren con fuerza que la secuencia de uniéon a IRF-1/2 es fundamental para la
infrarregulacion inducida por IFN-y de la expresion del gen de BH.

Expresion de BH y factores relacionados en queratinocitos cultivados

Para investigar el mecanismo de regulacion de la transcripcion en la epidermis se analizé la expresion de BH,
calpaina-1 y supuestos factores de transcripcion en células en proliferacion y diferenciadas mediante una PCR a
tiempo real. Tal como se muestra en la figura 21A, el ARNm de BH estaba sobrerregulado en queratinocitos
diferenciados, tales como los obtenidos dos dias después de la confluencia (en 3,6 veces) o los cultivados a una alta
concentracion de calcio (en 8,6 veces), en comparacion con los queratinocitos en proliferacion. Estos resultados
coinciden con los datos del ensayo de promotor (figura 18B). Se obtuvieron resultados similares con respecto a la
calpaina-1 (sobrerregulada en aproximadamente 2,5 veces). Ademas se investigaron los patrones de expresion de
diversos factores de transcripcion, tales como MZF-1, Sp-1, GATA-1, IRF-1 e IRF-2, en queratinocitos cultivados. Tal
como se muestra en la figura 21B, estos factores de transcripcion se encontraban sobrerregulados en queratinocitos
diferenciados en paralelo a la expresion de BH. Sin embargo, la expresion del ARNm de GATA-1 fue
significativamente menor en comparacién con otros factores (menos de 1/32). Por tanto, no se considera que GATA-
1 desempefie un papel importante en los queratinocitos. Por consiguiente, se ha sugerido que la BH se sintetiza de
un modo dependiente de la diferenciacién que esta mediado por MZF-1 y Sp-1. El hecho de que IRF-1 e IRF-2
también aparecian sobrerregulados como resultad de ser estimulados por la diferenciacion indica que la expresion
de BH es extremadamente sensible al IFN-y.

Efectos de las citoquinas Th1y Th2 sobre la expresion de supuestos factores de transcripcion

Se realizé una investigacion sobre la regulacion dependiente de citoquinas de estos factores de transcripcion, La
figura 22A indica que el IFN-y muestra una potente sobrerregulacion de la expresion de ARNm de IRF-1
dependiente de la dosis. De modo similar, la expresion de IRF-2 también fue sobrerregulada en presencia de IFN-y.
Por contraste, la expresion de IRF-1 e IRF-2 fue significativamente amplificada solo en presencia de IL-4 a 100 ng/ml
(figura 22B). Resulta interesante advertir que MZF-1 y Sp-1 fueron infrarregulados con mas eficacia en presencia de
IL-4 a 10 ng/ml (figura 22C). Estos resultados sugieren que la expresion de BH es regulada por citoquinas Th1 y
citoquinas Th2 directa e indirectamente.

Infrarregulacién de la BH en piel con dermatitis atopica

Aunque las mutaciones de pérdida de funcidon de FLG estan relacionadas con el mecanismo patogénico de la AD,
otros defectos genéticos, asi como trastornos de la via de degradacién, también pueden estar relacionados con la
patologia de la AD. En consecuencia se realizo la siguiente investigacion para la localizacion de la BH vy la filagrina,
junto con la actividad de BH en piel con lesiones y en piel sin lesiones de un paciente con AD. En la epidermis
normal, una doble tincién con un anticuerpo anti-BH y un anticuerpo antifilagrina indica la localizacién simultanea de
la BH y la filagrina en la epidermis superior, y, en particular, en la capa granular, tal como se ha sido indicado
previamente (figura 23A). A mayores aumentos, aunque se observo que la localizacion de la BH se trasladaba de la
capa granular a la capa cornea, se demostré que la filagrina claramente se limita a las células granulosas. Por
contraste, la expresiéon de BH disminuye notablemente en la piel con lesiones y en la piel sin lesiones de los
pacientes con AD (n = 7) examinados en este estudio. En todos estos pacientes, aunque siempre se detect6é una
tincion significativa, la tincion de la filagrina fue comparativamente débil (figura 23A). Ademas de la
inmunohistoquimica, se midié la actividad de BH en extractos de queratinocitos adquiridos de las muestras
obtenidas con cinta adhesiva de 18 pacientes con AD y 30 voluntarios sanos. Los extractos obtenidos de la piel con
lesiones y de la piel sin lesiones de los pacientes con AD mostraron una actividad de BH sustancialmente menor, en
comparacion con los de los voluntarios sanos (disminuyendo en 27,1% y 8,8%, respectivamente) (figura 23B). Estos
resultados demuestran que la BH se localiza junto a la filagrina, y que su actividad disminuye notablemente en la piel
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de pacientes que padecen AD.
Analisis

En este estudio se examind el mecanismo regulador de la expresion del gen de BH mediante la clonacién de la
region del promotor y la caracterizacion de su funcion. En el analisis del promotor se identificd una region importante
para la actividad del promotor de BH 16 pb cadena arriba (figura 18B). En esta region, los presuntos sitios de union
de MZF-1 y Sp-1 produjeron unos efectos significativos sobre la actividad del promotor de BH (figuras 18C y 19A).
Resulta interesante advertir que también se ha indicado que Sp-1 y MZF-1 estan implicadas, como factores de
transcripcion, en la regulacion de PAD1, una importante enzima para el inicio de la degradacion de la filagrina. La
Sp-1 es un miembro tipico de la familia similar a Sp/Kruppel de proteinas de dedos de cinc que actian como
factores de transcripcion en células de mamifero. Se considera que esta implicada en casi todos los aspectos de la
funcién celular, incluyendo la proliferacion, la apoptosis, la diferenciacion y la transformaciéon neoplasica. En la
epidermis humana, la Sp-1 es un importante factor regulador de genes que participan en la diferenciacion
epidérmica, incluyendo los de la involucrina, loricrina, transglutaminasa y PAD 1, 2 y 3. La MZF-1 es un factor de
transcripcion que pertenece a la familia Kruppel de proteinas de dedos de cinc y se expresa en células
hematopoyéticas pluripotenciales diferenciadas y en células progenitoras de la médula ésea. Sin embargo, no se ha
indicado la funcién de MZF-1 en la regulacion de la transcripcion en la epidermis de mamifero. Se ha descubierto
que MZF-1, Sp-1 y BH estan simultaneamente sobrerreguladas en queratinocitos diferenciados, en comparacion con
queratinocitos en proliferacion (figura 21B), lo cual demuestra el papel de la BH en la diferenciacién, en lugar de un
papel constitutivo Los resultados de los inventores claramente indican que estos factores de transcripcion actian
como factores de activacion para la regulacion basica de la transcripcion de BH en queratinocitos que estan
atravesando la diferenciacion terminal.

Por otra parte, una investigacion de los elementos de accion en cis defini6 con mas precision los sitios de union a
IRF-1/2 en esta region. La union directa de IRF a la region del promotor de BH se confirmé usando EMSA (figura
19B). La mutagénesis especifica de sitio de esta secuencia de unién produjo una disminucion significativa en la
actividad del promotor de BH (figura 19A). Por consiguiente, es muy probable que también los factores de
transcripcion IRF-1/2 sean necesarios para una actividad minima del promotor del gen de BH bajo condiciones
basicas. La familia de IRF consiste en un grupo de factores de transcripcion, y en la actualidad se han identificado
nueve miembros de la familia de IRF (IRF-1 a IRF-9) en diversos tipos de células y tejidos. Estas moléculas de IRF
desempefian un papel en la defensa antivirica, la regulacion/respuesta inmunolégica y la regulacién del crecimiento
celular cuando son estimuladas por IFN-a, IFN-B e IFN-y. Se ha demostrado que IRF-1 y IRF-2 actian como
agonistas y antagonistas implicados en la regulacion de numerosos genes inducidos por IFN-y. De manera
interesante, IFN-y suprimié notablemente la expresion de ARNm de BH (figuras 20A y 20B). En analisis de
inactivacion y de mutagénesis especifica de sitio, se confirmé que los sitios de unién a IRF-1/2 estaban implicados
en la supresion mediada por IFN-y de la expresion de BH (figuras 20B y 20C). Estos resultados claramente indican
que IRF-1/2 son mediadores de la infrarregulacién mediada por IFN-y del gen de BH en queratinocitos humanos. Por
otra parte, las citoquinas Th2 IL-4 e IL-13 no muestran ninguna accion directa durante 24 horas de incubacion (figura
20A). Sin embargo, estas citoquinas Th2 suprimen significativamente la expresion de moléculas activadoras, MZF-1
y Sp-1. Por consiguiente, resulta razonable pensar que las citoquinas Th2 regulan negativamente la expresion de BH.

Ademas, se demostré que BH también se encontraba notablemente infrarregulada en piel con AD con lesiones y sin
lesiones (figuras 23A y 23B). Aunque las mutaciones de la filagrina son un factor de riesgo principal para las
enfermedades relacionadas con una alteracion en la barrera, tales como AD, en un analisis de dichas mutaciones,
estas son responsables de menos del 50% de las apariciones de dichas enfermedades en Irlanda y solo son
responsables de no mas del 20% de su aparicion en Japon. Asi, se establece la hipétesis de que no solo los
trastornos de sintesis de filagrina, sino también la alteracién de la degradacion de la filagrina estan implicados en la
alteracion de la funcion de barrera de la piel. Es evidente que una cantidad menor de NMF produce piel seca y
provoca un aumento en la alteracién de la barrera. Ademas, se sabe que la AD es una enfermedad polarizada por
Th2. Sin embargo, informes recientes han sugerido que las citoquinas Th1 también desempefian un papel en la AD.
Por ejemplo, una “AD intrinseca” se caracteriza desde el punto de vista inmunoldgico por una baja expresion de IL-4,
IL-5 e IL-13 y una alta expresidon de IFN-y. Ademas, se produce un desplazamiento de Th1 a Th2 durante la
transformacion desde la fase aguda a la fase cronica en piel con AD. Los resultados de los inventores indican la
posibilidad de que IFN-y desempefie un papel mas importante que el que previamente se pensaba.

En conclusioén, los resultados de los inventores indican que la transcripcion de BH en la epidermis humana es
regulada mediante un modo dual. Una de las vias esta bajo el control de la diferenciacion terminal de queratinocitos,
mientras que la otra via depende de citoquinas Th1 y Th2. Puesto que estas vias estan interrelacionadas, se cree
que el equilibrio entre ellas se desplaza con facilidad hacia la infrarrgulacion de la expresion de BH. Una disminucion
en la BH provoca una falta de NMF y la piel se seca o la funcién de barrera de la piel se altera como resultado de
ello. Estos resultados proporcionan nuevos conocimientos sobre la regulacion de la BH y el mecanismo de aparicion
de la AD.
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Experimento 7: Seleccion de agentes farmacéuticos y medicamentos a base de plantas que muestran efectos
estimulantes de la produccién de bleomicina hidrolasa

Se cultivaron queratinocitos humanos derivados de prepucio normal (Cascade Biologics Inc., Portland, Md.) durante
24 horas a temperatura ambiente en presencia de cada uno de los extractos de medicamentos a base de plantas o
agentes farmacéuticos (de 5 g/ml a 50 pug/ml) mostrados en la figura 24 en medio de crecimiento de queratinocitos
que consistia en medio MCDB suplementado con factor de crecimiento epidérmico (0,1 ng/ml), insulina (10 pg/ml),
hidrocortisona (0,5 pg/ml), extracto de pituitaria bovina (al 0,4%), gentamicina (50 pg/ml) y anfotericina B (50 ng/ml).
Se empled 1,3-butilenglicol al 0,1% como control.

RT-PCR

El ARN total (500 ng) aislado a partir de queratinocitos humanos cultivados de la manera descrita anteriormente se
sometié a transcripcion inversa usando hexameros aleatorios y ARNasa H-transcriptasa Superscript Il (Gibco-BRL
Corp., Gaithersburg, Md.), seguido de una amplificacion con PCR empleando ADN polimerasa Taq (Takara Corp.,
Kioto, Japdn) y los siguientes cebadores. Se realizaron 40 ciclos de amplificacion que consistieron en 30 segundos a
94 °C, 1 minuto a 60 °C y 1 minuto a 72 °C.

Segun los resultados mostrados en la figura 24, puede entenderse que ciertos extractos, tales como extracto de
Rosa roxburghii (10 pg/ml), extracto de raiz de angélica (10 upg/ml), extracto de corteza de alcornoque (10
pg/ml), extracto de Lamium album (10 ug/ml) y extracto de romero (10 pg/ml), asi como GABA de bencenosulfonilo
(50 pg/ml) y eritritol (50 pg/ml) aumentan significativamente la expresion de la bleomicina hidrolasa en comparacion
con el control. Asi, puede entenderse que cada uno de estos extractos estimulan la expresion de la bleomicina
hidrolasa. A continuacion se indican los cebadores usados en la PCR.

Cebador directo: 5-TGTGGTTTGGCTGTGATGTT-3' (SEQ ID NO:13)
Cebador inverso: 5-GCACCATCCTGATCATCCTT-3' (SEQ ID NO:14)

Ademas, la GAPDH fue amplificada mediante PCR para emplearla como control interno, y los cebadores empleados
en este caso se indican a continuacion.

Cebador directo: GGTGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGTCG (SEQ ID NO:15)
Cebador inverso: TATTGGAACATGTAAACCATGTAGTTGAGG (SEQ ID NO:16)
Listado de secuencias

<110> SHISEIDO COMPANY, LTD.

<120> Agente que estimula la produccién de Bleomicina Hidrolasa

<130> Z787-PCT

<150> JP2011-057126
<151>2011.03.15

<160> 16
<170> PatentIn version 3.5

<210>1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo de G3PDH

<400> 1
tgtgotttgg ctgtgatgtt 20

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de G3PDH
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<400> 2
gcaccatcct gatcatcctt 20

<210> 3

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador 1 especifico del gen BH

<400> 3
tcectecgagt ctgtatcaga gecagctaca 29

<210> 4

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador 2 especifico del gen BH

<400> 4
tgaacacgcg tccgagctge tcatggeg 28

<210>5

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador especifico de BH que contiene Kpn 1

<400> 5
ccgggtacca tcagagttce ttagaa 26

<210> 6

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador especifico de BH que contiene Miu 1

<400> 6
taaatacgcg ttggcgecca cgcetgecg 28

<210>7

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo del sitio Sp-1

<400> 7
ggaccccgtt tcagectcee cgee 24

<210> 8

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso del sitio Sp-1

<400> 8
ggcggggagg ctgaaacggg gtce 24
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<210>9

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo del sitio MZF-1

<400> 9
gactcagcaa cgcggttttg tccctcege 29

<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso del sitio MZF-1

<400> 10
gcggagggac aaaaccgcgt tgctgagtca 30

<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo del sitio IRF-1/2

<400> 11
gccgecgagdce cteceggegct cc 22

<210> 12

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso del sitio IRF-1/2

<400> 12
ggagcgccgg aggetcggeg ge 22

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para BH

<400> 13
tgtgotttgg ctgtgatgtt 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para BH

<400> 14
gcaccatcct gatcatcctt 20

<210> 15
<211> 30
<212> ADN

16
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para GAPDH

<400> 15
ggtgaaggtc ggagtcaacg gatttggtcg 30

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para GAPDH

<400> 16
tattggaaca tgtaaaccat gtagttgagg 30

17
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REIVINDICACIONES
1.- Una sustancia de promotor de la produccion de bleomicina hidrolasa para uso en un método para mejorar o

prevenir la piel seca provocada por una dermatitis atdépica debida a la reduccién de la expresion de bleomicina
hidrolasa en la piel, en la que la sustancia es un extracto de Rosa roxburghii.

18
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Fig.1

ESPECIMEN 1 ESPECIMEN 2

2 5 10 20 2 5 10 20

NUMERO DE VECES DE PELADO CON CINTA ADHESIVA

Fig.2

ESPECMEN T N A M

T, A: SUJETOS SIN PIEL SECA
N: SUJETOS CON PIEL ALGO SECA
M: SUJETOS CON PIEL SECA
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Fig.10

N W kR O OO0 N 00 W

80% 100% 120% Ca™
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Fig.13

Caspasa-14
18

+

16

14
12

O N D O ©

Ausencia de irradiacion UV

Recuperado 24 horas después de
irradiacion UV a 30 mJ
Recuperado 24 horas después de

irradiacion UV a 60 mJ
Recuperado 48 horas después de

irradiacion UV a 30 mJ
Recuperado 48 horas después de
irradiacion UV a 60 mJ
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Fig.15

NOMBRE

SECUENCIA

BH-1216 KpnI (directo)
BH-1016 KpnI (directo)
BH-816 KpnI (directo)
BH-616 KpnlI (directo)
BH-444 Kpnl (directo)
BH-216 KpnI (directo)
BH-171 KpnI (directo)
BH-134 KpnlI (directo)
BH-105 KpnI (directo)
BH+1 MIuI (inverso)

5" -CCGGGTACCATCAGAGTTCCTTAGAA-3~

57 ~CCGGGTACCCAAGGTTTTTACAATCT-3

5" -CACGGTACCTGGGTAGTGTTCTTGAA -3~
57 -CGAGGTACCTCCTTGTGACATATCGA -3~

5 -AATGGTACCTTGGAGCGGGCCTGA -3~

57 -AATGGTACCAGGGGGGAGTTTTGTCC - 3~

5 -AATGAAGGTACCTCAGCCTCCCCGCCG - 3 7
5" ~ACGGGTACCAGCCGGTTTCCTTTTTIC -3~
5 -AATGGTACCTGCGAGAGACAGGTCG - 3~

57 -TAAATACGCGTTGGCGCCCACGCTGCCG -3 7
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Fig.16
SONDA SECUENCIA
Sp-1 (sentido) 5°~-TCTCCCAGCCTCAGTCTCCCAGCCTCAG-3°
(antisentido) 5°~-AGAGGGTCGGAGTCAGAGGGTCGGAGTC-3°
MZF—1 (sentido) 5°-CGCGAGGGGGGAGTTCGAGGGGGGAGTTT-3
(antisentido) 5°-GCGCTCCCCCCTCAAGCTCCCCCCTCAAA-3?
IRF-1/2 (sentido) 5°~-CCGGTTTCCTTTTTCGCGGTTTCCTTTTITIC-3°
(antisentido) 5°~-GGCCAAAGGAAAAAGCGCCAAAGGAAAAAG-3’
QAT A1 (sentido) 5°~-GCAGCGCAATCCCGGCAGCGCAATCCCGGBC-3

(antisentido) 5°~-CGTCGCGT TAGGGCCGTCGCGTTAGGGCCG-3?
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Fig.17

GEN SECUENCIA ASOCIACION
(directo) 5'~TGTGGTTTGGCTGTGATGTT-3" o

BH (inverso) 5°~GCACCATCCTGATCATCCTT-3° 55°C
(directo) 5~ ACATGGAGGCCATCACTTTC-3’

Calpaina-I 55°C
(inverso) 5°~GGTCCACGTTGTTCCACTCT-3°

. (directo) 5°~AGCGACCAAGATCACTCCAT-3° -

P (inverso) 5'~TGGGTGACTCAATTCTGCTG-3° 8¢
(directo) 5'~TAGAGCCCTTGCTCACGTTT-3"

MZF -1 . 58°C
(inverso) 5°~GGGCATTGTCTAGGTGGAAA-3’
(directo) 5'~GAACTCCCTGCCAGATATCGAG-37

IRF-1% 58°C
(inverso) 5'~TGCTCTTAGCATCTCGGCTGGA-3"
(directo) 5~ TGGATGCATGCGGCTAGA-3”

IRF-2% . 58°C
(inverso) 5'~CATCTGAAATTCGCCTTCC-3?
directo) 57— GTAAACGGGCAGG-3’

SATA (directo) 5>~ ATTGTCA o

(inverso) 5°~TCTGAATACCATCCTTCCGC-3”
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Fig.18
A _ - Sp-1/AP-2
AP-2/8p-1 .
_24f 15
GATA-1 MZF-1 - AP-2 AP-2 - _
“812 Gae ash 399 a0 | Semlfier-
ler
* exon
5 ﬂ 3
| .
-1000 -800 -600
ATG
GATA-1
~56
IRF-1/2
-120
b’ 37
B ,OGLS —1 2‘] 6 L e s e s e mmm

pGL3 1016 e==
pGL3 -816
PGL3 ~616 = g )
PGL3 ~444 ] —m%
pGL3 ~216 = uc] S NN
pGL3 -171
pGL3 ~134=Lucl]
Caisios L] SorEECHOMS o
pGL 3 Basic|Luc]

0 100 200 300 400 500

C -216 -171

b - AGGGGGGAGTTTTGTCCCTCCGCGGACCCCGTTTCTCCCAGCCTCAGCCT
MZF-1 -134 Sp-1

CCCCGCCGCOGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGAGCCGGTTTCCTTTTTCC
Sp-1/MZF- 1105 IRF-1/2

R N
¥
. R

. N gl

GGCGCTCCGGTGCGAGAGACAGGTCGGGCCCCOTAGGCAGCGAGCCGCAG

CGCAATCCCGGCGCTCGCCCAAGGACCCTGGAAGCTACCGTTACCCCGCO
GATA-T/2 41 Sp-1/AP-2

GGCAGCGTGGGCGCCA -3’
(e
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A

pGL3—6165
ApGL3-616 del MZF-1
ApGL3-616 del Sp-1
-616 delIRF-1/2

kokok
X%k

0 20 40 60 80 100
ACTIVIDAD LUCIFERASA RELATIVA (%)
MZE-=1  Sp=1  IRF-1/2 GATA-1

-209 -172 -120 -56
12 12 12

1. SONDA CALIENTE .
2. SONDA CALIENTE + SONDA FRIA
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Fig.20
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W
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Fig.22
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A
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Fig.24

EFECTOS SOBRE LA EXPRESION DE ARNm DE BH
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