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/ 

Departamento o Estado Estado de New York 

Dirección 235 East 42"4 Street, New York, 
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Nmbre CARLOS R. OLARTE 
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DATOS DEL INVENTOR 
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OCCLESTON, FRASER STUART MCINTOSH, MICHAEL JOHN 

DAVIES. 
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DATOS DE LA PATENTE DE INVENCION 

(54) Tltulo de la Invención COMPOSICION PARA EL TRATAMIENTO DE TEJIDOS DAADOS. 
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(32) Fecha 

NO 0 TWO DE PRIORIDAD ANDINA 0 UNIONISTA 
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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION 

ANEXOS DE LA SOLICITUD 

ertificado de Existencia 
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RepresentaciOn Legal cuando el solicitante sea Persona JurIdica 

s poderes debidamente otorgados, o mención  de S11 protocolización ante la SIC 14.575 

R*ibo de la lasa respectiva 

AWCwf.4sa por concepto de excedente de palabras de la publicación 

Si se reivindica prioridad Andina: 

çopia de la primera solicitud 

Traducción oficial 

Si se reivindica prioridad Unionista: 

Copia certificada de la primera solicitud 

Nota: Debe presentarse dentro de Ioi’4res (3) meses, contados a partir de la fecha de radicaciOn de la solicitud posterior 
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Otros Documentos SustituciOn. 

SOLICITO LA CONCESION DE LA PATENTE DE INVENCION Y DECLARO 
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RAISBECK, LARA, RODRIGUEZ & RUEDA 

MIEMBR0S GE LA FIRMA 

BAKER & McKENZIE 

CALLE 35 No. 7-25, Piso 

TELFONO: (57-I) 285-I(OC) 

SANTA FE GE B000T., D.C. 

COLOMBIA 

Seæores 

SIJPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO 

DIVISION DE NTJEVAS CREACIONES 

E. S. D. 

Re: Nueva solicitud de PatePte de Invención 
Titulada : "COMPOSICION PARA EL TRATAMIENTO 
DE TEJIDOS DAfADOS" 
Solicitante : PFIZER INC. 

ALVARO CORREA ORDOIEZ, mayor de edad y vecino de SantafØ de Bogota, 

D.C. identificado como aparece al pie de mi firma, actuando en mi carÆcter de apoderado 

de la sociedad de la re1cencia, respetuosarnente me permito manifestar que 

SUSTITUYO el poder a mi conferido por la mencionada sociedad en el doctor CARLOS 

R. OLARTE, identificado con Ia CØdula de CiudadanIa No. 79.782.747 de Bogota y con 

la Tarjeta Profesional No. 74.295. 

El apoderado sustituto queda con las mismas facultMes del principal. 

Lç 

ALVAROORREA 0 RDOIEZ 
C.C. No. 79.143.366 de UsaquØn 
T.P. 20.281 
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OFICINA DE PATENTES 

Oficina de Patentes 
Concept House 
Cardiff Road 
Newport 
South Wales 
NP1O 8QQ 

El abajo firmante, siendo funcionario debidamente autorizado de acuerdo con la 
SecciOn 74(1) y (4) de la Ley de 1994 de RegulaciOn y Contratación exterior, para 
firmar y expedir certificados por cuenta del Interventor General, certificó que, 
adjunto at presente documento se encuentra una copia exacta de los documentos 
presentados originalmente con relaciOn a la solicitud de Patente identificada aquI. 

Si, de acuerdo con las Normas de Patentes de 1.982 (Re-registro de CompaæIas) 
una compaæIa nombrada en el presente certificado y en cualesquiera documentos 
que lo acompaæan ha sido re-registrada at amparo de la Ley de Sociedades de 
1.980 con el mismo nombre con el cual habla sido registrada inmediatamente antes 
de su re-registro salvo la sustitución, o la inclusion, como ültima parte del nombre, 
de las palabras "sociedad de responsabilidad limitada" o sus equivalentes en Gales, 
las referencias at nombre de la compaæIa en este certificado y en cualesquiera 
documentos que le acompaæan deberÆn ser tratados como referencias at nombre 
con el cual estØ re-registrada. 

De acuerdo con las reglas, las patabras "sociedad a responsabilidad limitada" 
pueden ser sustituidas por p.l.c., plc. P.L.C. o PLC. 

El re-registro bajo Ia Ley de Sociedades no constituye una nueva entida1 legal sino 
que somete simplemente la sociedad a ciertas normas adicionales de la Ley de 
sociedades. 

Firmado: llegible 

Fecha: 2 noviembre 2000 

I* Agencia Ejecutiva del Ministerio de Comercio e Industria 
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OFICINA DE PATENTES 
Oficina de Patentes 

Solicitud de concesión de una patente Cardiff Road 
(ver las notas por detrâs de este impreso. Newport 
TamblØn puede conseguir un folleto explicatorio Gwent NP9 1 RH 

de la Oficina de Patentes para rellenar este impreso) 

im -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

1. Su referencia P008252GB CTH 

--- ------------ --- ----------- ----------- -------------
 2. Solicitud de patente nümero 9930768.8 ---- ;/ ----------------------------

(La Oficina de Patentes rellenarÆ este apartado) 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
3. Nombre completo, dirección y cOdigo Pfizer Limited 

postal del solicitante o solicitantes Ramsgate Road 
(subrayar los apellidos) Sandwich 

Kent 
CT13 9NJ 

Nümero de ADP (si se conoce) 1271001 

Si el solicitante el una empresa, 
indicar el paIs/estado de su incorporación REINO UNIDO 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
4. TItulo de la invención COMPOSICION 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
5. Nombre de su agente (si lo tiene) 

D YOUNG & CO 

"Dirección" en el Reino Unido donde 21 NEW FETTER LANE 
deberIa enviarse toda la correspondencia. LONDON 
(incluyendo el códico postal) EC4A 1 DA 

Nómero de ADP (si lo conoce) 59006 

6. Si va a declarar prioridad Pals nümero de solicitud de prioridad Fecha 

por una o mÆs solicitudes de patentes(si loconoce) 

anteriores, indice el pals y la fecha 
de solicitud de cada una de las solicitudes 
anteriores (si lo conoce) y el nCimero de 
solicitud de las mismas 

(dialmeslano) 
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7. Si esta solicitud es una divisional o Nümero de la solicitud anterior Fecha de solicitud 

derivada de una solicitud britÆnica anterior, 
indicar el nümero y fecha de la solicitud anterior 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
8. ZSe requiere una declaración de inventory de derecho de concesión de una 

patente para mantener esta petición? (responder si en caso: SI 
a) algin solicitante nombrado en el apartado 3 no es un inventor, 0 

b) hay un inventor quien es nombrado como un solicitante, 0 

c) algtin solicitante nombrado es una empresa 
Ver nota (d) 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
9. Poner el nümero de pÆginas para cada uno de los siguientes requisitos que estÆ 

soticitando en este impreso. 
No contar copias del mismo documento 

Hojas de continuación de este impreso 
Descripción 368 
Reivindicaciones 4 

. Resumen 1 
Dibujos 0 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
10. Si tambiØn estÆ solicitando alguna de las siguientes, declare cuantos de cada 

requisito. 
Documentos de Prioridad 

TraducciOn de los Documentos de Prioridad 

Declaración de los inventores y derecho 
de concesión de una patente 

(impreso de patente 1/77) 

Solicitud de examen preliminary büsqueda 
(impreso de patente 1/77) 

Solicitud de examen substantivo 
(impreso de patente 1/77) 

Otros documentos (especificar) 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
11. Solicitamos la concesión de una patente basada ne esta solicitud 

Firma Ileqible Fecha 29.12.99 
D YOUNG & CO 



AE TES DE LOS SOLICITANTES 
. 1 . 

__________________________________________________________________________________________ 
12. Nombre y nümero de telØfono de la Dr CT Harding 023 8063 4816 

persona de contacto en el Reino Unido 

Advertencia 
Despues de haber sido presentada una solicitud de Patente, el Interventor de la 
Oficina de Patentes estudiarÆ si la publicación o la comunicaciOn de Ia invención 
ha de ser prohibida o restringida de acuerdo con la Sección 22 de la Ley de 
Patentes de 1.997, y darÆ a conocer al solicitante si esta prohibición o esta 
restricción es necesaria. Se recuerda igualmente a los solicitantes que residen en 
el Reino Unido que las solicitudes no pueden ser presentadas fuera del pals sin 
autorización escrita a no ser que una solicitud haya sido presentada en un plazo no 
inferior a 6 semanas, anteriormente, en el Reino Unido para una patente 
relacionada con la misma invención y Si no se les ha dado ninguna instrucción 
prohibiendo la publicación o la comunicación o la revocación de esta instrucción. 

Notas 
a) Si usted necesita ayuda para rellenar este impreso o tiene alguna pregunta, por 
favor póngase en contacto con la Oficina de Patentes en 0645 500505 

.b) SIrvanse escribir a mÆquina, o con tinta negra utilizando letras mayüsculas. Una 
c) Si no hay suficiente espacio para todos los detalles pertinentes en cualquier 
apartado de este impreso, por favor continue en hoja aparte y escriba "ver hoja 
complementaria" en la parte(s) pertinente. Cualquier hoja complementaria deberla 
adjuntarse a este impreso. 
d) Si usted ha contestado "Si" necesitarÆ rellenar el impreso de patente 7/77. 
f) Para los detalles de Ia tasa y forma de pago, slrvanse consultar la Oficina de 
Patentes 

fl 
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P8252GB 
GB 9930768.8 solicitada el 29-12-2000 

COMPOSICIN 

CAMPO DE LA INVENCIÔN 

La presente invención se refiere a una composición, en 

5 particular, a una composiciôn farmacØutica. La presente 

invenciôn tamblØn se refiere a usos de esa composición. 

TCNICA ANTECEDENTE 

SerIa deseable poder tratar tejidos daæados, tales como 

los de las heridas, mÆs particularmente los de las heridas 

10 crónicas. Los ejemplos de las heridas crónicas incluyen 

� lceras dØrmicas crónicas. 

Las lceras dØrmicas crónicas son una causa importante 

de morbilidad en la población en envejecimiento, y 

representan una carga econômica significativa para los 

15 sistemas sanitarios. Cifras recientes para ülceras dØrmicas 

crônicas, incluyendo ilagas de presión, ülceras diabØticas 

y i5iceras venosas, indican un total de 3,75 millones y 12 

millones de pacientes en los Estados Unidos y a nivel 

mundial, respectivamente (Wound Healing Technological 

20 Innovations and Market Overview (1998) Technology Catalysts 

International Corporation, VA, USA). De estos pacientes, 

aproximadamente el 70% se clasifican como pacientes con 

problemas de moderados a graves. A pesar de los recientes 

avances en su tratamiento, la curación de estas ülceras sigue 

25 siendo lenta (tIpicamente de 16 semanas para una ülcera 
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venosa con el mejor cuidado) y los agentes que son eficaces 

para reducir el tiempo de cierre proporcionarÆn efectos 

beneficiosos medicos y comerciales. 

La presente invención pretende solucionar estos 

5 problemas. 

ASPECTOS DEL SUMARIO DE LA PRESENTE INVENCION 

De acuerdo con la presente invención, los tejidos 

daæados tales como las heridas (en particular, las heridas 

crônicas) / pueden tratarse de forma mÆs eficaz si se usa una 

10 combinación de un factor de crecimiento y un agente 

S 
inhibidor. El agente inhibidor usado es un inhibidor de 

proteasa, o se deriva o se basa en Øl. Con mÆs detalle, el 

agente inhibidor inhibe la acción de protelnas especIficas 

que estÆn reguladas positivamente en un entorno de herida. 

15 AsI pues, un aspecto de la presente invención se refiere a 

una composición para uso en una composición farmacØutica 

(denorninada de otra forma medicamento) , comprendiendo dicha 

composiciôn un agente inhibidor que inhibe la acción de 

proteInas proteasa especIficas que estÆ regulada 

20 positivamente en un entorno de herida. 

40 La cornbinación del inhibidor de proteasa y el factor de 

crecimiento produce un efecto aditivo beneficioso, que en 

algunos casos es sinØrgico. 

Los presentes inventores creen que, en el uso, el agente 

25 inhibidor de proteasa de la presente invención protege al 
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factor de crecimiento en el medio del tejido daflado y en tal 

grado que la degradación del factor de crecimiento se ye 

impedida, retardada, reducida a incluso eliminada. 

ASPECTOS DETALLADOS DE LA PRESENTE INVENCION 

5 De acuerdo can un aspecto, la presente invención 

proporciona una composición farmacØutica para usa (0 cuando 

estÆ en usa) en el tratamiento (por ejemplo, curación) de 

tejidos daados (tales coma los tejidos da?iados de una 

herida) ; comprendiendo el agente farmacØutico una composición 

10 que comprende: (a) un factor de crecimiento; (b) un agente 

inhibidor; y, opcionalmente, (c) un vehiculo, diluyente a 

excipiente farmacØuticamente aceptable; pudiendo el agente 

inhibidor inhibir la acción de al menos una protelna 

especIfica que estÆ regulada positivamente en un entomb de 

15 tejida daæado. 

De acuerdo con la presente invención, el factor de 

crecimiento algunas veces se denomina "componente (a)"; el 

agente inhibidor algunas veces se denomina "componente (b)’; 

y el vehIculo, diluyente a excipiente farmacØuticamente 

20 aceptable algunas veces se denomina "componente (c)". 

TIpicamente, para mezclas tópicas a mezclas inyectadas 

lacalmente, la relación relativa entre el agente inhibidor 

y el factor de crecimiento puede estar comprendida entre 

1000:1 y 1:1 (en una base de mg:mg a de %:%) 

25 TIpicamente, para un agente inhibidor administrado par 
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via sistØmica (por ejemplo, por via oral) con un factor de 

crecimiento inyectado tôpica a localmente, la relación 

relativa entre el agente inhibidor y el factor de crecimiento 

puede estar comprendida entre 10.000:1 y 10:1 (en una base 

5 de mg:mg). 

De acuerdo con otro aspecto, la presente invención 

proporciona un composiciOn de acuerdo con la presente 

invención para usa en medicina. 

De acuerdo con otro aspecto, la presente invención 

10 proporciona el usa de una composiciôn de acuerdo con la 

presente invención en la fabricación de un agente 

farmacØutico para tratar tejidos daæados, tales como heridas. 

De acuerdo con otro aspecto, la presente invención 

proporciona el usa de una composición de acuerdo con la 

15 presente invención en la fabricación de un agente 

farmacØutico para tratar tejidos dafados de forma crónica, 

tales coma heridas crónicas. 

De acuerdo con otro aspecto, la presente invención 

proporciona el usa de una composición de acuerdo con la 

20 presente invención en la fabricación de un agente 

farmacØutico para tratar una ülcera dØrmica crónica. 

De acuerdo con otro aspecto, la presente invención 

proporciona un procedimiento de terapia, cornprendiendo dicho 

procedimiento administrar a un suj eta una camposición de 

25 acuerdo can la presente invenciôn y en una cantidad para 
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tratar (por ejemplo, curar) el tejido daflado, tal como una 

herida. 

De acuerdo con otro aspecto, la presente invención 

proporciona un procedimiento para preparar una composición 

5 de acuerdo con la presente invención; comprendiendo dicho 

procedimiento las etapas de: (i) realizar un ensayo para 

identificar uno o mÆs agentes que sean capaces de actuar como 

agentes inhibidores de acuerdo con la presente invención; y 

(ii) administrar uno o mÆs de dichos agentes con un factor 

10 de crecimiento y, opcionalmente, con un vehIculo, diluyente 

o excipiente farmacØuticamente aceptable. 

De acuerdo con otro aspecto, la presente invención 

proporciona un procedimiento para preparar una composiciôn 

de acuerdo con la presente invención; comprendiendo dicho 

15 procedimiento las etapas de: (i) realizar un ensayo para 

identificar uno o mâs agentes que sean capaces de actuar como 

agentes inhibidores de acuerdo con la presente invención; y 

(ii) administrar uno o mÆs de dichos agentes con un factor 

de crecimiento y, opcionalmente, con un vehiculo, diluyente 

20 a excipiente farmacØuticamente aceptable; (iii) administrar 

dicha composición a un sujeto en necesidad de la misma. 

Se entiende que los componentes (a) y (b) pueden estar 

presentes en la misma mezcla para administraciôn a un sujeto 

o pueden administrarse a un sujeto secuencial o 

25 simultÆneamente, y de esta forma pueden aplicarse por 
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tØcnicas similares a diferentes. AsI pues, los componentes 

pueden administrarse juntos, tal como en la misma mezcla. 

Coma alternativa, uno de los componentes puede administrarse 

por via oral, sistØmica, tópica a por inyección, y el otro 

5 componente puede tomarse por una via similar (por ejemplo, 

por via oral, sistØmica, tópica a por inyección) a por una 

via diferente (par ejemplo, una via diferente de la via oral, 

sistØmica, tópica a par inyección) . En una realizaciôn 

preferida de la presente invención, un componente se aplica 

10 tôpicamente y el otro componente se aplica sistØmicamente. 

AsI pues, de acuerdo con un aspecta, la presente 

invención praporciana un envase para el posterior usa en el 

tratamiento (par ejemplo, la curación) de tejidos daflados, 

tales coma una herida; camprendiendo el envase al menos dos 

15 compartimentas; conteniendo el primero de dichos 

compartimentas un factor de crecimiento; y conteniendo el 

segundo de dichos compartimentos un agente inhibidor, 

pudiendo el agente inhibidor inhibir la acción de al menos 

una prateina especifica, que estÆ regulada pasitivamente en 

20 un entomb de tejido daæada, tal coma una herida. En el 

envase de la presente invención, el factor de crecimiento yb 

el agente inhibidor pueden mezclarse can un vehIculo, 

diluyente a excipiente farmacØuticamente aceptable. AdemÆs, 

a coma altemnativa, el envase de la presente invención 

25 camprende un tercer campartimenta, conteniendo el tercer 
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vehIculo, eluyente o excipiente 

farmacØuticamente aceptable. 

Con la presente invenci6n, tal como el envase de la 

presente invención, el factor de crecimiento y el agente 

5 inhibidor pueden estar en formas diferentes. A modo de 

ejemplo, una puede ser un soluci6n o un comprimido y la otra 

puede ser una crema. En una realización preferida de la 

presente invenciôn, un componente del envase se aplicarâ 

tópicamente y el otro componente del envase se aplicarâ 

10 sistØmicamente. Debe entenderse que el envase puede contener 

compartimentos extra. 

De acuerdo con un aspecto de la presente invención, se 

proporciona un procedimiento para preparar un agente 

farmacØutico para el uso posterior en el tratamiento (por 

15 ejemplo, curación) de un tejido daflado, tal como una herida; 

comprendiendo el procedimiento formar una composición 

medjante la mezcla de: (a) Ufl factor de crecimiento con (b) 

un agente inhibidor; y, opcionalmente, con (c) un vehIculo, 

diluyente o excipiente farmacØuticamente aceptable; pudiendo 

20 el agente inhibidor inhibir la acción de al menos una 

proteIna especIfica que estÆ regulada positivamente en un 

entorno de tejido dafiado, tal como una herida. 

De acuerdo con un aspecto de la presente invención, se 

proporciona el uso de un factor de crecimiento de acuerdo con 

25 la presente invención en la fabricación de Ufl agente 



farmacØutico para tratar a un sujeto que se estÆ tratando con 

un agente inhibidor de acuerdo con la presente invenci6n. 

De acuerdo con un aspecto de la presente invención, se 

proporciona el uso de un agente inhibidor de acuerdo con la 

5 presente invención en la fabricación de un agente 

farmacØutico para tratar a un sujeto que se estÆ tratando con 

un factor de crecimiento de acuerdo con la presente 

invención. 

De acuerdo con un aspecto de la presente invenciôn, se 

10 proporciona un procedimiento de terapia, comprendiendo dicho 

procedimiento administrar a un sujeto una composición de 

acuerdo con la presente invenciôn y en una cantidad para 

tratar (por ejemplo, curar) un tejido daæado, tal como una 

herida; administrÆndose todos o algunos (preferiblemente 

15 todos) de dichos factores de crecimiento de acuerdo con la 

presente invención por una via diferente de la de todos o 

algunos (preferiblemente todos) de dichos agentes inhibidores 

de acuerdo con la presente invenciOn. 

De acuerdo con un aspecto de la presente invención, se 

20 proporciona el uso de una composiciôn de acuerdo con la 

presente invención en la fabricación de un agente 

farmacØutico para tratar tejidos dafados de forma crónica, 

tales como heridas crónicas; administrÆndose todos o algunos 

(preferiblemente todos) de dichos factores de crecimiento de 

25 acuerdo con la presente invención por una via diferente de 
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la de todos o algunos (preferiblemente todos) de dichos 

agentes inhibidores de’ acuerdo con la presente invención. 

De acuerdo con un aspecto de la presente invenciôn, se 

proporciona el uso de un factor de crecimiento de acuerdo con 

5 la presente invención en la fabricación de un agente 

farmacØutico para tratar a un sujeto que se estÆ tratando con 

un agente inhibidor de acuerdo con la presente invención; 

administrÆndose todos o algunos (preferiblemente todos) de 

dichos factores de crecimiento de acuerdo con la presente 

10 invención por una via diferente de la de todos o algunos 

(preferiblemente todos) de dichos agentes inhibidores de 

acuerdo con la presente invención. 

De acuerdo con un aspecto de la presente invención, se 

proporciona el uso de un agente inhibidor de acuerdo con la 

15 presente invención en la fabricación de un agente 

farmacØutico para a tratar a un sujeto que se estÆ tratando 

con un factor de crecimiento de acuerdo con la presente 

invención; administrÆndose todos o algunos (preferiblemente 

todos) de dichos factores de crecimiento de acuerdo con la 

20 presente invención por una via diferente de la de todos o 

algunos (preferiblemente todos) de dichos agentes inhibidores 

de acuerdo con la presente invención. 

Para facilitar la referencia, estos y otros aspectos de 

la presente invención se discuten a continuación en las 

25 secciones apropiadas. Sin embargo, las enseæanzas de cada 
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sección no se 

10 

limitan necesariamente a cada sección 

particular. 

ASPECTOS PREFERIDOS 

Preferiblemente, dicho factor de crecimiento se 

5 selecciona entre uno o mÆs de: PDGF (factor de crecimiento 

derivado de plaquetas), FGF (factor de crecimiento de 

fibroblastos), CTGF (factor de crecimiento derivado del 

tejido conjuntivo), KGF (factor de crecimiento derivado de 

queratinocitos), TGF (factor de crecimiento de 

10 transformación), CSF (factor estimulador de colonias), VEGF 

(factor de crecimiento del endotelio vascular) , EGF (factor 

de crecimiento epidØrmico) , Chrysalin, o variantes activas, 

homólogos, derivados o fragmentos de cualquiera de los 

mismos. 

15 Preferiblemente, dicho factor de crecimiento se 

selecciona entre uno o mÆs de VEGF, EGF, PDGF, FGF, similares 

a CTGF, KGF-2, TGF-, GM-CSF (factor estimulador de colonias 

de granulocitos/macrófagos) , Chrysalin, o variantes activas, 

homólogos, derivados o fragmentos de los mismos. 

20 Preferiblemente, dicho factor de crecimiento es al menos 

PDGF, o una variante activa, homólogo, derivado o fragmento 

del mismo. Los ejemplos de los fragmentos incluyen la cadena 

A de PDGF y la cadena B de PDGF. 

TIpicamente, la proteIna que estÆ regulada positivamente 

25 en un tejido daæado, tal como un entomb de herida, es una 
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proteasa. 

Preferiblemente, dicho agente inhibidor es un inhibidor 

del activador de plasminógeno de tipo uroquinasa (denominado 

de otra forma I:uPA) y/o un inhibidor de una metaloproteinasa 

5 de matriz (denominada de otra forma I:MMP). 

Preferiblemente, dicho tejido daæado es una herida. 

Preferiblemente, dicha herida es una herida crónica. 

Preferiblemente, dicha herida es una ülcera dØrmica. 

Preferiblemente, dichas vIas de administraciôn se 

10 seleccionan entre al menos una o mÆs de: administración oral, 

inyección (tal como inyección directa), tôpicamente, 

inhalación, administración parenteral, administración mucosa, 

administración intramuscular, administraciôn intravenosa, 

administración subcutÆnea, administración intraocular o 

15 administración transdØrmica. 

Preferiblemente, al menos una parte (preferiblemente 

todo) de dicho inhibidor se suministra mediante 

administración oral y, de esta forma, se formula para tal via 

de administraciôn. 

20 Preferiblemente, al menos una parte (preferiblemente 

todo) de dicho factor de crecimiento se administra 

tópicamente y, de esta forma, se formula para tal via de 

administración. 

SECUENCIA DE AMINOACIDOS 

25 Ciertos aspectos de la presente invención se ref ieren 
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al usa de secuencias de aminoÆcidos. Estas secuencias de 

aminoÆcidos puede ser un componente de la composiciôn de la 

presente invención - tal como el componente del factor de 

crecimiento. En otra realización, las secuencias de 

5 aminoÆcidos pueden usarse como dianas para identificar 

agentes inhibidores adecuados para uso en la composición de 

la presente invención. En otra realización, las secuencias 

de aminoÆcidos pueden usarse como dianas para verificar que 

un agente puede usarse como agente inhibidor en la 

10 composiciôn de la presente invención. 

Coma se usa en este documento, el tØrmino "secuencia de 

aminoÆcidos" es sinónimo al tØrmino "polipØptido" y/o al 

tØrmino "proteIna". En algunos casos, el tØrmino "secuencia 

de aminoÆcidos" es sinônimo al tØrmino "pØptido". En algunos 

15 casos, el tØrmino "secuencia de aminoÆcidos" es sinónimo al 

tØrmino "protelna". En algunos casos, el tØrmino protelna es 

una proteasa. 

La secuencia de aminoÆcidos puede prepararse aislada a 

partir de una fuente adecuada, puede obtenerse sintØticamente 

20 a puede prepararse mediante el uso de tØcnicas de ADN 

recombinante. 

En un aspecto, la presente invención proporciona una 

secuencia de aminoÆcidos que se usa coma componente de la 

composición de la presente invención. 

25 En otro aspecto, la presente invenciôn proporciona una 
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secuencia de aminoÆcidos que puede actuar como diana en un 

ensayo para la identificaciôn de uno o mÆs agentes yb 

derivados de los mismos, capaces de actuar como inhibidores 

de dicho aminoÆcido. 

5 SECUENCIA DE NTJCLEÔTIDOS 

Los aspectos de la presente invenciôn se ref ieren al uso 

de secuencias de nucleótidos. Estas secuencias de nucleótidos 

pueden usarse para expresar secuencias de aminoÆcidos que 

pueden usarse como componente de la composición de la 

10 presente invenciôn - tal como el componente del factor de 

crecimiento. En otra realización, la secuencias de 

nucleót–dos pueden usarse como diana para identificar agentes 

inhibidores adecuados para uso en la composición de la 

presente invención. En otra realización, las secuencias de 

15 nucleótidos pueden usarse como diana para verificar que un 

agente puede usarse como agente inhibidor en la composiciôn 

de la presente invención. 

Como se usa en este documento, el tØrmino "secuencia de 

nucleôtidos" es sinónimo al tØrmino "polinucleótido". 

20 La secuencia de nucleôtidos puede ser ADN o ARN de 

origen genómico, sintØtico o recombinante. La secuencia de 

nucleótidos puede ser de doble cadena o de una sola cadena, 

pudiendo representar Østa la cadena con sentido o la cadena 

sin sentido o combinaciones de las mismas. 

25 Para algunas aplicaciones, preferiblemente, la secuencia 
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de nucleôtidos es ADM. 

Para algunas aplicaciones, preferiblemente, la secuencia 

de nucleótidos se prepara mediante el usa de tØcnicas de ADN 

recombinante (por ejemplo, ADN recombinante) 

5 Para algunas aplicaciones, preferiblemente, la secuencia 

de nucleótidos es ADNc. 

Para algunas aplicaciones, preferiblemente, la secuencia 

de nucleótidos puede ser la misma que la que se produce de 

forma natural. 

10 En un aspecto, la presente invención proporciona una 

secuencia de nucleótidos que codifica una sustancia capaz de 

actuar coma diana en un ensayo (tal coma un ensayo de dos 

hbridas de levadura) para la identificación de uno a mÆs 

agentes y/o derivadas de los mismos capaces de actuar como 

15 un inhibidar de dicha secuencia de nucleôtidos (a de los 

aminoÆcidos cadificados par la misma) 

VARIANTES /HOMÔLOGOS /DERIVADOS 

AdemÆs de las secuencias de aminoâcidos y las secuencias 

de nucleótidas especIficas mencionadas en este documento, la 

20 presente invención tambiØn incluye el usa de variantes, 

hamólogas y derivadas de cualquiera de las mismas. En el 

presente documento, el tØrmino l!homôlagotl significa una 

entidad que tiene una cierta homologIa con las secuencias de 

aminoÆcidos objeto y las secuencias de nucleótidos objeto. 

25 En el presente documento, el tØrmino homo1ogIa" puede 
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equipararse a "identidad". 

En el presente contexto, se toma una secuencia homóloga 

para incluir una secuencia de aminoÆcidos que puede tener una 

identidad de al menos un 75, 85 6 90%, preferiblemente una 

5 identidad de al menos un 95 6 98% con la secuencia objeto. 

TIpicamente, los homôlogos comprenderÆn los mismos sitios 

activos etc., que la secuencia de aminoÆcidos objeto. Aunque 

la homologla tambiØn puede considerarse en tØrminos de 

analogIa (es decir, restos aminoÆcidos que tienen 

10 propiedades/funciones quImicas similares) , en el contexto de 

la presente invención se prefiere expresar la homologIa en 

tØrminoS de identidad de secuencia. 

En el presente contexto, una secuencia homôloga se toma 

para incluir una secuencia de nucleótidos que puede tener una 

15 identidad de al menos un 75, 85 6 90%, preferiblemente de al 

menos el 95 6 98% con la secuencia objeto. TIpicamente, los 

homOlogos comprenderÆn la mismas secuencias que codifican los 

sitios activos etc., que la secuencia objeto. Aunque la 

homologIa tambiØn puede considerarse en tØrminos de analogIa 

20 (es decir, restos aminoÆcidos que tienen 

propiedades/funciones quImicas similares) , en el contexto de 

la presente invenciôn se prefiere expresar la homologIa en 

tØrminos de identidad de la secuencia. 

Las comparaciones de homologla se pueden realizar a 

25 simple vista, o mÆs habitualmente, con la ayuda de programas 
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de comparaciôn de secuencias fÆcilmente adquiribles. Estos 

programas de ordenador disponibles en el mercado pueden 

calcular el % de homologIa entre dos o mÆs secuencias. 

El % de homologIa puede calcularse en secuencias 

5 contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la otra 

secuencia y cada aminoÆcido de una secuencia se compara 

directamente con el correspondiente aminoÆcido de la otra 

secuencia, un resto cada vez. Esto se denomina alineación 

"sin huecos". TIpicamente, tal alineación sin huecos se 

10 realiza solo sobre un nthnero relativamente corto de restos. 

Aunque Øste es un procedimiento muy sencillo y 

consistente, no tiene en cuenta que, por ejemplo, en un par 

de secuencias por lo demÆs idØnticas, una inserciOn o 

deleciOn hard que los siguientes restos aminoÆcidos "se 

15 salgan" de la alineaciOn, pudiendo dar como resultado una 

reducciOn grande del % de homologla cuando se realiza una 

alineaciOn global. Por consiguiente, la mayorIa de los 

procedimientos de comparaciOn de secuencias estÆn dise?iados 

para producir alineaciones Optimas que tienen en cuenta 

20 posibles inserciones y deleciones sin una penalizaciOn 

indebida de la puntuaciOn de la homologIa global. Esto se 

consigue insertando "huecos" en la alineaciOn de la secuencia 

para tratar de maximizar la homologIa local. 

Sin embargo, estos procedimientos mÆs complejos asignan 

25 "penal izaciones de huecos" a cada hueco que existe en la 
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alineación de forma que, para el mismo nümero de aminoÆcidos 

idØnticos, una alineación de secuencia con tan pocos huecos 

coma sea posible - que refleja una mayor relación entre las 

dos secuencias camparadas - canseguirÆ una mayor puntuación 

S que una con muchos huecos. TIpicamente se usan "castes de 

huecos afines" que cargan un caste relativamente alto a la 

existencia de un hueca y una penalización  ma’s pequeæa a cada 

resta posterior al hueca. Este es el sistema de puntuación 

de huecos usado mÆs comünmente. Par supuesta, las altas 

10 penalizacianes de huecos praducirÆn alineacianes optimizadas 

con menas huecos. La mayaria de los programas de alineación 

permiten modificar las penalizacianes de huecos. Sin embargo, 

se prefiere usar las valares par defecto cuando se usa tal 

software para realizar camparacianes de secuencias. Par 

15 ejemplo, cuando se usa el paquete GCG Wisconsin Bestfit, la 

penalización de huecos par defecto para las secuencias de 

aminaâcidos es de -12 para un hueco y de -4 para cada 

extension. 

Par la tanto, el cÆlculo del % de hamolagIa maxima 

20 requiere en primer lugar la producción de una alineaciOn 

Optima, teniendo en cuenta las penalizacianes de los huecos. 

Un pragrama de ardenador adecuado para realizar tal 

alineaciOn es el paquete GCG Wisconsin Bestf it (Universidad 

de Wisconsin, U.S.A.; Devereux y cal., 1984, Nucleic Acids 

25 Research 12:387) . Los ejemplos de otros software que pueden 
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realizar comparaciones de secuencias incluyen, pero sin 

limitación, el paquete BLAST (vØase Ausubel y cal., 1999 ibid 

- CapItula 18), FASTA (Atschul y cal., 1990, J. Mol. Biol., 

403-410) y la serie GENEWORKS de herramientas de comparación. 

5 Tanto BLAST coma FASTA estÆn disponibles para la büsqueda en 

linea a no en lInea (vØase Ausubel y cal., 1999 ibid, pÆginas 

7-58 a 7-60) . Sin embargo, para algunas aplicaciones se 

prefiere usar el pragrama GCG Bestfit. 

Aunque el % de homologla final puede medirse en tØrminas 

10 de identidad, el prapia proceso de alineaciôn tIpicamente no 

se basa en una camparación de parejas de todo a nada. En su 

lugar, generalmente se usa una matriz de puntuación de 

analogIa por escalas que asigna puntuacianes a cada 

comparación par parejas basÆndose en la analogIa quImica a 

15 en la distancia evalutiva. Un ejemplo de tal matriz usada 

camnmente es la matriz BLOSTJM62 - la matriz par defecto para 

la serie BLAST de programas. Los programas GCG Wisconsin 

generalmente usan los valores püblicas par defecto a una 

tabla de comparación de sIrnbolos del cliente, si se 

20 suministra (vØase el manual de usuaria si se desean mÆs 

detalles) . Para algunas aplicaciones, se prefiere usar los 

valores piiblicos par defecto para el paquete GCG, a en el 

caso de otro software, la matriz par defecto, tal coma 

BLOSUN62. 

25 Una vez que el software ha producido una alineación 
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\ .-6tima, es posible calcular el % de homologIa, 

preferiblemente el % de identidad de secuencia. El software 

tIpicamente efectüa esto como parte de la comparación de 

secuencias y genera un resultado numØrico. 

5 Las secuencias tambiØn pueden tener deleciones, 

inserciones a sustituciones de restos aminoÆcidos que 

producen un camblo silencioso y dan coma resultado una 

sustancia funcionalmente equivalente. Pueden realizarse 

sustituciones de aminoÆcidos deliberadas basÆndose en la 

10 analogIa de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobia, 

hidrofilia y/o la naturaleza anfipÆtica de los restos, 

siempre que se conserve la actividad de union secundaria de 

la sustancia. Par ejemplo, los aminoÆcidos cargados 

negativamente incluyen el Æcido aspârtico y el âcido 

15 glutÆmico; los aminoÆcidas cargados pasitivamente incluyen 

la lisina y la arginina; y los aminaÆcidos con grupos de 

cabeza polares sin carga que tienen valores de hidrofilia 

similares incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, 

alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina, 

20 fenilalanina y tirosina. 

Pueden realizarse sustituciones canservativas, par 

ejemplo, de acuerdo can la Tabla mostrada a continuación. Los 

aminaÆcidas del mismo bloque de la segunda columna y, 

preferiblemente, de la misma lInea en la tercera columna, 

25 pueden sustituirse entre sI: 
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ALIFATICO No polar G A P 

I L V 

Polar - sin carga C S T M 

NQ 

Polar - cargado D E 

KR 

AROMATICO H F W Y 

Las secuencias de nucleôtidos para uso en la presente 

5 invenciôn pueden incluir nucleôtidos sintØticos o 

modificados. En la tØcnica se conocen varios tipos diferentes 

de modificación de oligonucleótidos. Estos incluyen 

estructuras de metilfosfonato y fosforotioato y/o la adición 

de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3’ yb 

10 5’ de la molØcula. Para los fines de la presente invención, 

debe entenderse que las secuencias de nucleôtidos descritas 

en este documento pueden modificarse por cualquier 

procedimiento disponible en la tØcnica. Tales modificaciones 

pueden realizarse para aumentar la actividad in vivo o la 

15 vida de las secuencias de nucleótidos de la presente 

invención. 

La presente invención tambiØn incluye el uso de 

secuencias de nucleótidos que son complementarias a las 

secuencias presentadas en este documento, o cualquier 

20 derivado, fragmento o derivado de las mismas. Si la secuencia 
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es complementaria a un fragmento, entonces esa secuencia 

puede usarse como sonda para identificar secuencias 

codificantes anÆlogas en otros organismos etc. 

La presente invención tambiØn incluye el uso de 

5 secuencias de nucleótidos que son capaces de hibridarse con 

las secuencias presentadas en este documento, o cualquier 

derivado, fragmento o derivado de las mismas. 

La presente invención tambiØn incluye el uso de 

secuencias de nucleótidos que son capaces de hibridarse con 

10 las secuencias que son complementarias a las secuencias 

presentadas en este documento, o cualquier derivado, 

fragmento o derivado de las mismas. 

El tØrmino "variante" tambiØn incluye secuencias que son 

complementarias a las secuencias que son capaces de 

15 hibridarse con las secuencias de nucleótidos presentadas en 

este documento. 

Preferiblemente, el tØrmino "variante" incluye 

secuencias que son complementarias a las secuencias que son 

capaces de hibridarse en condiciones rigurosas (por ejemplo, 

20 50°C y 0,2xSSC (1xSSC = NaCl 0,15 M, Na3citrato 0,015 M, pH 

7,0)) a las secuencias de nucleótidos presentadas en este 

documento. 

Mâs preferiblemente, el tØrmino "variante" incluye 

secuencias que son complementarias a las secuencias que son 

25 capaces de hibridarse en condiciones muy rigurosas (por 
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ejemplo, 65°C y 0,1xSSC (lxSSC = NaCl 0,15 M, Na3citrato 

0,015 M pH 7,0)) a las secuencias de nucleôtidos presentadas 

en este documento. 

La presente invención tamblØn se refiere a secuencias 

5 de nucleótidos que pueden hibridarse con las secuencias de 

nucleótidos de la presente invenciôn (incluyendo secuencias 

complementarias a las presentadas en este documento) 

La presente invención tambiØn se refiere a secuencias 

de nucleótidos que son complementarias a las secuencias que 

10 pueden hibridarse con las secuencias de nucleôtidos de la 

presente invención (incluyendo secuencias complementarias a 

Ilas presentadas en este 

TambiØn se incluyen dentro del alcance de la presente 

invención secuencias de polinucleótidos que son capaces de 

15 hibridarse con las secuencias de nucleótidos presentadas en 

este documento en condiciones de rigurosidad intermedia a 

rigurosidad maxima. 

En un aspecto preferido, la presente invención incluye 

secuencias de nucleótidos que pueden hibridarse con la 

20 secuencia de nucleótidos de la presente invención, o el 

complemento de la misma, en condiciones rigurosas (por 

ejemplo, a 50°C y 0,2xSSC) 

En un aspecto mÆs preferido, la presente invención 

incluye secuencias de nucleótidos que pueden hibridarse con 

25 la secuencia de nucleótidos de la presente invención, o el 
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cotnplemento de la misma, en condiciones muy rigurosas (por 

ejemplo, a 65°C y O,1xSSC). 

SECUENCIAS REGULIADORAS 

En algunas aplicaciones, el polinucleótido para uso en 

5 la presente invención estÆ unido operativamente a una 

secuencia reguladora que es capaz de proporcionar la 

expresión de la secuencia codificante, tal coma mediante la 

cØlula huØsped elegida. A modo de ejemplo, la presente 

invención incluye un vector que comprende un polinucleótido 

10 de la presente invención unido operativamente a tal secuencia 

reguladora, es decir, el vector es un vector de expresión. 

El tØrmino "unido operativamente" se ref iere a una 

yuxtaposiciôn, en la que los componentes descritos estÆn en 

una relación que les permite funcionar de la forma deseada. 

15 Una secuencia reguladora "unida operativamente" a una 

secuencia codificante se une de tal forma que la expresión 

de la secuencia codificante se consigue en condiciones 

compatibles con las secuencias de control. 

El tØrmino "secuencias reguladoras" incluye promotores 

20 y potenciadores y otras seæales de regulación de la 

expresión. 

El tØrmino "promotor" se usa en el sentido normal de la 

tØcnica, par ejemplo, un sitio de union a la ARN polimerasa. 

TambiØn puede conseguirse el aumento de la expresión del 

25 polinucleótido que codifica el polipØptido de la presente 
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invenciôn mediante la selecci6n de regiones reguladoras 

heterólogas, por ejemplo, regiones promotoras, directoras de 

secreción y terminadoras, que sirven para aumentar los 

niveles de expresiôn y, si se desea, de secreción de la 

5 proteIna de interØs desde el huØsped de expresión elegido yb 

para proporcionar el control inducible de la expresión del 

polipØptido de la presente invención. 

Preferiblemente, la secuencia de nucleótidos de la 

presente invenciôn puede unirse operativamente a al menos un 

10 promotor. 

Aparte del promotor nativo para el gen que codifica el 

polipØptido de la presente invención, pueden usarse otros 

promotores para dirigir la expresión del polipØptido de la 

presente invención. El promotor puede seleccionarse con 

15 respecto a su eficacia para dirigir la expresión del 

polipØptido de la presente invención en el huØsped de 

expresiôn deseado. 

En otra realización, puede seleccionarse un promotor 

constitutivo para dirigir la expresión del polipØptido 

20 deseado de la presente invenciôn. Tal construcción de 

expresión puede proporcionar ventajas adicionales, ya que 

evita la necesidad de cultivar los huØspedes de expresión en 

un media que contiene un substrata de inducción. 

San ejemplos de promotares constitutivos y/o inducibles 

25 fuertes que se prefiere para uso en huØspedes de expresión 
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füngica, los que se pueden obtener a partir de los genes 

füngicos para promotores de xilanasa (xlnA), fitasa, ATP-

sintetasa, subunidad 9 (oliC), triosa fosfato isomerasa 

(tpi), alcohol deshidrogenasa (Adh7), o-amilasa (amy), 

5 amiloglucosidasa (AG - del gen glaA), acetamidasa (amdS) y 

gliceraldehIdo-3-fosfato deshidrogenasa (gpd) 

Son ejemplos de promotores de levadura fuertes los que 

se pueden obtener a partir de genes para la alcohol 

deshidrogenasa, lactasa, 3-fosfoglicerato quinasa y 

10 triosafosfato isomerasa. 

Son ejemplos de promotores bacterianos fuertes la - 

amilasa y los promotores SP02, asI como promotores de genes 

de proteasas extracelulares. 

TambiØn pueden usarse promotores hIbridos para mejorar 

15 la regulación inducible de la construcción de expresión. 

El promotor puede incluir ademÆs caracterIsticas para 

asegurar o aumentar la expresión en un huØsped adecuado. Por 

ejemplo, las caracterIsticas pueden ser regiones conservadas 

tales como la Caja Pribnow o una caja TATA. El promotor 

20 incluso puede contener otras secuencias para afectar (tal 

como mantener, mejorar o reducir) los niveles de expresión 

de la secuencia de nucleótidos de la presente invenciôn. Por 

ejemplo, otras secuencias adecuadas incluyen el intrón Shi 

o un intrón ADH. Otras secuencias incluyen elementos 

25 inducibles - tal como elementos inducibles por la 
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temperatura, elementos quImicos, la luz o el estrØs. AdemÆs, 

pueden estar presentes elementos adecuados para mejorar la 

transcripción a la traducción. Un ejemplo de estos elementos 

es la secuencia seæal 5’ de TMV (vØase Sleat Gene 217 [19871 

5 217-225; y Dawson Plant Mol. Biol. 23 [19931 97) 

SECRECIÔN 

A menudo, es deseable que un polipØptido para uso en la 

presente invenciôn se secrete desde el huØsped de expresión 

al medio de cultivo, desde donde el polipØptido de la 

10 presente invenciôn puede recuperarse mÆs fÆcilmente. De 

acuerdo con la presente invención, la secuencia directora de 

secreción puede seleccionarse basAndose en el huØsped de 

expresión deseado. TambiØn pueden usarse secuencias seiial 

hibridas con el contexto de la presente invención. 

15 Son ejemplos tIpicos de secuencias directoras de 

secreción heterólogas las que proceden del gen de la 

amiloglucosidasa (AG) fiIngica (glaA - tanto la version de 18 

como la de 24 aminoÆcidos, por ejemplo, de Aspergillus), del 

gen del factor a (levaduras, por ejemplo, Saccharomyces y 

20 Kluyveromyces) o del gen de la c-amilasa (Bacillus) 

CONSTRUCCIONES 

El tØrmino "construcciOn" - que es sinOnimo de tØrminos 

tales como conjugado, tmOduloI! e "hIbrido" - incluye una 

secuencia de nucleótidos para  el usa de acuerdo con la 

25 presente invencjón unida directa a indirectamente a un 
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promotor. Un ejemplo de una union indirecta es la provisiOn 

de un grupo espaciador adecuado, tal coma una secuencia de 

intrones, tal coma el intrOn Shi a el intrón ADH, entre el 

promotor y la secuencia de nucleOtidos de la presente 

5 invenciOn. Esto mismo ocurre para el tØrmino Ilfusionadoti en 

relaciOn con la presente invenciOn, que incluye la uniOn 

directa o indirecta. En algunos casos, los tØrminos no 

abarcan la cornbinaciOn natural de las secuencias de 

nucleOtidos que codifican la proteIna asaciada habitualmente 

10 al promotor del gen de tipo silvestre y cuando estÆn en su 

media natural. 

La construcciOn puede incluso contener a expresar un 

marcador que permite la selección de la construcciOn genØtica 

en, par ejemplo, una bacteria, preferiblemente del genera 

15 Bacillus, tal coma Bacillus subtilis, a en plantas a las se 

ha transferido. Existen diversos marcadores que pueden 

usarse, tales coma, par ejemplo, los que codifican la manosa-

6-fosfata isamerasa (especialmente para plantas) a los 

marcadores que proporcionan resistencia a antibiOticos - par 

20 ejemplo, resistencia a G418, higromicina, bleomicina, 

kanamicina y gentamicina. 

Para algunas aplicaciones, preferiblemente la 

construcciOn de la presente invención comprende al menos la 

secuencia de nucleOtidos de la presente invenciOn unida 

25 aperativamente a un promotor. 
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VECTORES 

El tØrmino "vector" incluye vectores de expresión, 

vectores de transformación y vectores transportadores. 

El tØrmino "vector de expresión" significa una 

5 construcción capaz de realizar la expresión in vivo o in 

vitro. 

El tØrrnino "vector de transformación" significa una 

construcción capaz de transferirse de una entidad a otra - 

que puede ser de la misma especie o puede ser de una especie 

10 diferente. Si la construcción es capaz de transferirse de una 

especie a otra - tal como de un plÆsmido E. coli a una 

bacteria, tal coma del gØnero Bacillus, entonces el vector 

de transformación algunas veces se denominan "vector 

transportador". Puede ser incluso una construcción capaz de 

15 transferirse de un plÆsmido E. coli a un organismo del gØnero 

Agrobacterium y a una planta. 

Los vectores de la presente invenciôn pueden transformar 

a una cØlula huØsped adecuada coma se describe mÆs adelante 

para proporcionar la expresiôn de un polipØptido de la 

20 presente invenciôn. Asi pues, en otro aspecto, la invención 

proporciona un procedimiento para preparar polipØptidos para 

usa de acuerdo con la presente invención, que comprende 

cultivar una cØlula huØsped transformada o transfectada con 

un vector de expresión coma se ha descrito anteriormente en 

25 condiciones que proporcionen la expresión por el vector de 
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una secuencia codificante que codifica los polipØptidos, y 

recuperar los polipØptidos expresados. 

Los vectores pueden ser, por ejernplo, vectores 

plâsmidos, virus o fagos, que disponen de un origen de 

5 replicación, opcionalmente un promotor para la expresión de 

dicho polinucleôtido, y opcionalmente un regulador del 

promotor. 

Los vectores de la presente invención pueden contener 

uno o mÆs genes marcadores selectivos. Los sistemas de 

10 selección mÆs adecuados para los microorganismos industriales 

son los formados por el grupo de marcadores de selección que 

no requieren una mutación en el organismo hospedador. Son 

ejemplos de marcadores de selección füngica los genes para 

la acetamidasa (arndS), ATP sintetasa, subunidad 9 (oliC), 

15 orotidina-5’-fosfato-descarboxilasa (pvrA), resistencia a 

fleornicina y resistencia a benomil (benA) . Son ejemplos de 

marcadores de selección no füngicos el gen de resistencia a 

G418 bacteriano (Øste tambiØn puede usarse en levaduras, pero 

no en hongos filamentosos), el gen de resistencia a 

20 ampicilina (E. coli), el gen de resistencia a neomicina 

(Bacillus) y el gen uidA de E. coli, que codifica la /3-

glucuronidasa (GUS). 

Los vectores tambiØn pueden usarse in vitro, por 

ejemplo, para la producción de ARN, o usarse para transfectar 

25 o transformar una cØlula huØsped. 
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AsI pues, los polinucleótidos para uso de acuerdo con 

la presente invención pueden incorporarse en un vector 

recombinante (tIpicamente un vector replicable) , por ejemplo, 

un vector de clonación o de expresión. El vector puede usarse 

5 para replicar el Æcido nucleico en una cØlula huØsped 

compatible. AsI pues, en otra realización, la invenciôn 

proporciona un procedimiento para fabricar polinucleótidos 

de la presente invención introduciendo un polinucleótido de 

la presente invención en un vector replicable, introduciendo 

10 el vector en una cØlula huØsped compatible y dejando crecer 

la cØlula huØsped en condiciones que producen la replicaciôn 

del vector. El vector puede recuperarse de la cØlula huØsped. 

Las cØlulas huØsped adecuadas se describen a continuación en 

relación con los vectores de expresión. 

15 La presente invención tanibiØn se ref iere al uso de 

cØlulas huØsped obtenidas por ingenierIa genØtica que 

expresan una secuencia de aminoÆcidos (o una variante, 

homólogo, fragmento o derivado de la misma) de acuerdo con 

la presente invención en procedimientos de rastreo para la 

20 identificación de inhibidores y antagonistas de dicha 

secuencia de aminoÆcidos. Tales cØlulas huØsped obtenidas por 

ingenierIa genØtica pueden usarse para rastrear bibliotecas 

peptIdicas o molØculas orgÆnicas. Los antagonistas y los 

inhibidores de dichas secuencias de aminoÆcidos, tales como 

25 anticuerpos, pØptidos o pequeflas molØculas orgnicas, 
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proporcionarân la base de composiciones farmacØuticas para 

el tratamiento de tejidos daæados tales como heridas. Tales 

inhibidores o antagonistas pueden administrarse solos o en 

combinación con otros agentes terapØuticos para el 

5 tratamiento de tales enfermedades. 

La presente invenci6n tambiØn se refiere a vectores de 

expresión y a cØlulas huØsped que comprenden secuencias de 

polinucleótidos que codifican dicha secuencia de aminoÆcidos, 

o variantes, homólogos, fragmentos o derivados de la misma, 

10 para seleccionar agentes que pueden inhibir a antagonizar 

dicha secuencia de aminoÆcidos. 

VECTORES DE EXPRESIÔN 

La secuencia de nucleótidos para usa en la presente 

invenciôn puede incorporarse en un vector replicable 

15 recombinante. El vector puede usarse para replicar y expresar 

la secuencia de nucleótidos en  y/o desde una cØlula huØsped 

compatible. La expresión puede controlarse usando secuencias 

de control que incluyen promotores/potenciadores y otras 

seæales de regulaciôn de la expresión. Pueden usarse 

20 promotores procariotas y promotores funcionales en cØlulas 

� eucariotas. Pueden usarse promotores especIficos de tejidos 

o especIficos de estimulos. TambiØn pueden usarse promotores 

quimØricos que comprenden elementos de secuencia de dos o mâs 

promotores diferentes descritos anteriormente. 

25 La proteIna producida por una cØlula recombinante 



0 
FA 

r 

32 

huØsped mediante expresión de la secuencia de nucleótidos 

puede secretarse a puede estar contenida dentro de la cØlula 

dependiendo de la secuencia y/o el vector usado. Las 

secuencias codificantes pueden disefarse con secuencias seflal 

5 que dirigen la secreción de las secuencias codificantes de 

la sustancia a travØs de una membrana celular procariota a 

eucariota. 

PROTENAS DE FUSIÔN 

La secuencia de aminoÆcidos de la presente invención 

10 puede producirse coma una proteIna de fusion, por ejemplo, 

para ayudar en la extracciOn y purificaciOn. Los ejemplos de 

molØculas participantes en protenas de fusiOn incluyen la 

glutatión-S-transferasa (GST), GxHis, GAL 4 (dominios de 

uniOn al ADN y/o de activaciOn de la transcripción) y la 0-

15 galactosidasa. TamblØn puede ser conveniente incluir un sitio 

de escisiOn proteolItica entre la mol{ecula participante en 

la proteina de fusiOn y la secuencia de la proteIna de 

interØs para permitir la eliminaciOn de las secuencias de la 

proteIna de fusiOn. Preferiblemente, la proteIna de fusiOn 

20 no impedirÆ la actividad de la secuencia de la proteIna. 

� La protelna de fusion puede comprender un antIgeno 0 Ufl 

determinante antigØnico fusionado con la sustancia de la 

presente invenciOn. En esta realizaciOn, la proteIna de 

fusiOn puede ser una protelna de fusion que no se produce de 

25 forma natural, que comprende una sustancia que puede actuar 
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como adyuvante en el sentido de proporcionar una estimulación 

generalizada del sistema inmune. El antIgeno a determinante 

antigØnico puede unirse al extremo amino a carboxi de la 

sustancia. 

5 En otra realización de la invención, la secuencia de 

aminoÆcidos puede unirse a una secuencia heteróloga para 

codificar una proteIna de fusiôn. Por ejemplo, para el 

rastreo de bibliotecas peptIdicas para seleccionar agentes 

capaces de afectar a la actividad de la sustancia, puede ser 

10 idtil codificar una sustancia quimØrica que exprese un epItapo 

heterólogo que es reconacido por un anticuerpo disponible en 

el mercado. 

FACTOR DE CRECIMIENTO 

Un componente esencial de la composición de la presente 

15 invención es la presencia y/o usa de uno a mÆs factores de 

crecimiento. De acuerdo con la presente invención, el factor 

de crecimiento puede ser uno a mÆs factores de crecimiento 

que pueden ser eficaces para mejorar la curación de un tej Ida 

daado, tal coma una herida. 

20 Coma se usa en este documento, el tØrmino "factor de 

crecimiento" significa una sustancia (tIpicamente una 

sustancia peptIdica a proteica) que estimula el crecimiento 

y/o la migración de cØlulas que estÆn implicadas en el 

proceso de curación del tejido daæado, tal coma la herida, 

25 incluyendo fibroblastos, queratinocitas y/o cØlulas 
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endoteliales. Tal sustancia puede ser una proteIna 0 Ufl 

pØptido 0 Ull homólogo o derivado de los mimos producido por 

clu1as dentro del cuerpo, en cuyo caso es un factor de 

crecimiento endôgeno. Como alternativa, puede haberse 

5 descubierto a partir de bibliotecas de sustancias peptIdicas 

o proteicas extrafias para el cuerpo humano. 

Como información de antecedentes, se describen factores 

de crecimiento en Molecular Biology of The Cell (2a ed., 

1989; Alberts, B., Bray, D., Lewis, J., Raff, M., Roberts, 

10 K. & Watson, J.D. eds.), donde se indica: 

"Las condiciones que tienen que satisfacerse antes de 

Sque una cØlula crezca y se divida son considerablemente mds 

complejas para una cØlula animal que para una cØlula de 

levadura. Si las cØlulas de vertebrados en un medio de 

15 cultivo artificial convencional carecen completamente de 

suero, normalmente no pasarÆn el punto de restricción, aunque 

estØn presentes todos los demÆs nutrientes; y detendrÆn su 

crecimiento asI como su progreso a travØs del ciclo 

cromosômico. Los anÆlisis de Painstaking han revelado que los 

20 componentes esenciales del suero son proteInas muy 

especIficas, presentes principalmente en concentraciones muy 

bajas (del orden de 10 a 1011 M) . Los diferentes tipos de 

cØlulas requieren diferentes series de estas proteInas. 

Algunas de estas proteInas del suero estÆn implicadas directa 

25 y especIficamente en la estimulación de la division celular 
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y Se denorninan factores de crecimiento. Un ejemplo es el 

factor de crecimiento derivado de plaquetas o PDGF". 

TambiØn se describen factores de crecimiento en el 

docurnento WO-A-99/59614. 

5 En experirnentos de biologIa celular, muchos factores de 

crecimiento aurnentan la proliferaciôn  y/o la motilidad de los 

tipos celulares principales implicados en la curación de 

heridas dØrmicas, principalmente queratinocitos y 

fibroblastos dØrmicos (Singer, A.J. & Clark, R.A.F. (1999) 

10 New Engl. J. Med. 341, 738-746) . Se han exarninado 

preparaciones farrnacØuticas de muchos factores de crecimiento 

con respecto a su eficacia en ülceras dØrmicas crónicas. Por 

ejemplo, se han tornado en la clInica el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento de 

15 fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento de 

transforrnación  03 (TGF03), el factor 2 del crecimiento 

derivado de queratinocitos (KGF-2), el factor de crecimiento 

epidØrmico (EGF) y el factor de estimulación de colonias de 

granulocitos y macrôfagos (GM-CSF) para evaluar su eficacia 

20 como agentes de curación de heridas para ülceras dØrmicas 

crónicas. Aunque estos agentes han dado algunos resultados 

alentadores en modelos anirnales de curación de heridas, solo 

el PDGF recombinante (Regranex) ha dernostrado hasta ahora 

suficiente eficacia en la clInica para justificar su uso en 

25 la terapia de ülceras dØrrnicas crOnicas. 
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La razón de la incapacidad de estos factores de 

crecimiento de proporcionar una eficacia clInica pronunciada 

ha suscitado mucha especulación. Par ejemplo, se ha sugerido 

que la complejidad del sistema de curación de heridas, que 

5 implica m-i1tip1es tipos de cØlulas que interaccionan y 

factores de crecimiento que tienen acciones en distintas 

fases temporales durante el proceso de curación de heridas, 

explica par quØ la terapia de los factores de crecimiento no 

ha revolucionado la terapia de curación de heridas (Borel, 

10 J.P. & Maquart, F.X. (1998) Ann. Biol. Clin. (Paris) 56, 11-

19) . AdemÆs, se sabe que la vida media de los factores de 

crecimiento en el entomb de las heridas es corta, limitando 

el tiempa disponible para el efecto farmacológico. Par 

ejemplo, se indicó que la semivida de TGF03 despuØs de la 

15 inyección en ülceras venosas era de aproximadamente 30 

minutas. 

Una hipôtesis que explica la corta semivida de los 

factores de crecimiento en tilceras dØrmicas crónicas, y su 

eficacia clinica limitada, es que las tilceras dØrmicas 

20 crónicas representan un media rico en proteasa y que estas 

proteasas degradan tanto los factores de crecimiento coma sus 

receptares. 

Se ha demostrado que muchas proteasas se sobreexpresan 

y/o sabreactivan en tilceras dØrmicas crónicas en comparación 

25 con las heridas agudas normales. Por ejemplo, usando una 
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diversidad de tØcnicas bioquImicas e histolôgicas (tal como 

ensayos de proteasa en fase fluida, inmunohistoquImica, 

zimografIa de gel e in situ y ELISA), se ha demostrado que, 

en el fluido de la herida de ülceras dØrmicas crónicas o en 

5 las secciones de tejidos de herida de las mismas, estân 

presentes en altas cantidades metaloproteinasas de matriz 

(MMP), incluyendo MMP-13 y MMP-3 (Saarialho-Kere U.K. (1998) 

Arch. Dermatol. Res. 290, S47-54), elastasa de neutrôfilos 

(Herrick, S., Ashcroft, G., Ireland, G., Horan, M., McCollum, 

10 C.& Ferguson, M. (1998) Lab. Invest. 77, 281-8), uPA (Rogers, 

A.A., Burnett, S., Lindholm, C., Bjellerup, M., Christensen, 

O.B., Zederfeldt, B., Peschen, M. & Chen, W.Y. (1999) Vasa 

28, 101-5) y plasmina (Palolahti, M, Lauharanta, J, Stephens, 

RW, Kuusela, P, Vaheri. (1993) Exp. Dermatol.2, 29-37). 

15 AdemÆs, se ha demostrado que cuando se aæaden factores de 

crecimiento al fluido de las heridas de iilceras dØrmicas 

crônicas, se degradan proteolIticamente in vitro (Lauer, G., 

Flamme, I., Kreig, T.,, Sollberg, S. & Eming, S. (1998) J. 

Invest. Dermatol. 110, 528, abstract 338), y cuando se aæade 

20 fluido de herida a cØlulas en cultivo, pierden su capacidad 

de respuesta a los factores de crecimiento. 

TambiØn debe indicarse que hasta ahora nadie habla 

identificado las proteasas responsables de esta degradación. 

Esto se atribuIa en gran medida al hecho de que hasta ahora 

25 no se habla podido realizar la creación de un modelo preciso 
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de los efectos de los inhibidores de proteasas sobre los 

factores de crecimiento y sus receptores. A este respecto, 

muchas proteasas - que son de clases estructurales y 

mecÆnicas divergentes y que se sobreexpresan y sobreactivan 

5 en iflceras dØrmicas crónicas - se activan entre sI mediante 

una red de rutas de interacción y circulares. AdemÆs, algunas 

proteasas son esenciales para la migración de cØlulas y el 

depósito del colÆgeno, componentes crIticos de la curación 

normal. de las heridas, lo cual indica que, a menos que se 

10 consiga una selectividad apropiada hacia ciertos inhibidores 

de proteasa, serIa de esperar que se viera afectada 

Snegativamente la curación de las heridas (Pilcher, 

Wang, M., Qin, X.J., Parks, W.C., Senior, R.M., Welgus, H.G. 

(1999) Ann. N.Y. Acad. Sci. 878, 12-24). AdemÆs, en las 

15 lceras dØrmicas crónicas tambiØn se altera el nivel de 

inhibidores endôgenos de proteasas (tales como Inhibidores 

de Tejidos de Metaloproteinasas [TIMPI y de inhibidores de 

activador de plasminógeno [PAIl), lo cual aumenta la 

complejidad y la impredecibilidad de la patologIa (Itoh, Y. 

20 &Nagase, H. (1995) J. Biol. Chem. 270, 16518-16521; Kriauper, 

5 V., López-Otin, C., Smith, B., Knight, G. &Murphy, G. (1996) 

J. Biol. Chem. 271, 1544-1550). Por 10 tanto, hasta ahora no 

se conocIan, en general, los efectos de la inhibición 

especIfica de proteasas particulares sobre la conservación 

25 del factor de crecimiento y la función en las ülceras 
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dØrmicas crónicas. 

De acuerdo con la presente invención, se cree que la 

limitación de la degradación proteolItica especIfica afecta 

a la eficacia de una diversidad de factores de crecimiento 

5 (tanto endógenos coma aplicados terapØuticamente) en ülceras 

dØrmicas crónicas. Por la tanto, la composición de la 

presente invenciôn se  ref iere a inhibidores de proteasa 

especificos, que se usan en combinación con uno 0 mâs 

factores de crecimiento. La composición de la presente 

10 invención soluciona los problemas asociados con las terapias 

de la tØcnica anterior. 

Si el agente inhibidor es una proteIna, puede aplicarse 

par via tópica u oral, a par via intravenosa, como esa 

prateIna (en cualquier formulación) . AdemÆs, o coma 

15 alternativa, el ADN que codifica esa proteIna puede aplicarse 

en el tejida daflado, tal coma una herida, par ejemplo 

incarparÆndala en un vector adecuado, tal coma mediante el 

usa de un dispositivo, tal coma, a modo de ejemplo, una 

pistola gØnica (par ejemplo, Lu, B., Scott, G. & Goldsmith, 

20 L.A., (1996) Proc. Assoc. Am. Physicians 108, 168-172). 

El factor de crecimiento de la presente invención puede 

aplicarse par via tópica coma una proteIna (en cualquier 

farmulación) . AdemÆs, o como alternativa, el ADN que codifica 

el factor de crecimiento puede aplicarse al tejido daado, 

25 tal coma una herida, por ejemplo incorporÆndolo en un vector 
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adecuado, tal como mediante el uso de un dispositivo, tal 

como, a modo de ejemplo, una pistola gØnica (por ejernplo, Lu, 

B., Scott, G. & Goldsmith, L.A., (1996) Proc. Assoc. Am. 

Physicians 108, 168-172) 

5 Los ejemplos de los factores de crecimiento para uso en 

la presente invención incluyen uno o mÆs de PDGF, FGF, CTGF 

(en particular semejantes a CTGF), KGF (en particular, KGF-

2), TGF (en particular, TGF-f3), CSF (en particular, GM-CSF), 

VEGF, EGF y Chrysalin. A continuación se presentan detalles 

10 sobre estos factores de crecimiento. 

VEGF 

Un factor de crecimiento para uso en la composición de 

la presente invención puede ser VEGF. 

Han presentado enseæanzas de antecedentes sobre este 

15 factor de crecimiento Victor A. McKusick y col. en 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim. Para facilitar la 

referencia, se ha extraIdo la siguiente información de esa 

fuente. 

"Muchos mitógenos de polipØptidos tales como el factor 

20 de crecimiento bÆsico de fibroblastos y factores de 

crecimiento derivados de plaquetas, son activos en una amplia 

serie de tipos de cØlulas diferentes. Por el contrario, el 

factor de crecimiento endotelial vascular es un mitógeno 

principalmente para las cØlulas del endotelio vascular. Sin 

25 embargo, estÆ relacionado estructuralmente con el factor de 

4T 
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crecirniento derivado de plaquetas. 

Tischer y col. (1991) demostraron que VEGF, tambiØn 

denominado factor de permeabilidad vascular (VPF), es 

producido por cØlulas del müsculo liso vascular cultivadas. 

5 Mediante el anÆlisis de trânscritos de estas cØlulas por PCR 

y clonación de ADNc, demostraron la existencia de 3 formas 

diferentes de la region codificante de VEGF. Estos ADNc 

tenIan productos previstos de 189, 165 y 121 aminoÆcidos. 

Descubrieron que el gen VEGF se divide en 8 exones y que las 

10 diversas formas de la regiOn codificante de VEGF se producen 

a travØs de un modo de corte y empalme alternativo: la forma 

de 165 aminoÆcidos carece de los restos codificados por el 

exOn 6, mientras que la forma de 121 aminoÆcidos carece de 

los restos codificados por los exones 6 y 7. El VEGF, una 

15 glucoproteIna homodimØrica de masa molecular relativa 45.000, 

es el ünico mitOgeno que acta especIficamente sobre las 

cØlulas endoteliales. Puede ser un regulador importante de 

la angiogØnesis tumoral in vivo. 

Millauer y col. (1994) observaron en ratOn que su 

20 expresiOn estaba regulada positivamente por hipoxia y su 

receptor de la superficie celular, Fik 1 se expresa 

exciusivamente en cØlulas endoteliales. 

Folkman (1995) indicO la importancia de VEGF y su 

sistema receptor en el crecimiento tumoral y sugirlO que la 

25 intervenciOn en este sistema puede proporcionar 
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procedimientos de estudio prometedores para la terapia contra 

el cancer. 

El VEGF y el factor de crecirniento placentario 

constituyen una familia de pØptidos reguladores capaces de 

5 controlar la formación de vasos sangulneos y la permeabilidad 

mediante la interacción con 2 receptores de tirosina quinasa 

endoteliales, FLT1 y KDR/FLK1. VØase tambiØn VEGFB. Un tercer 

miembro de esta familia puede ser el ligando del receptor 

FLT4 relacionado implicado en el desarrollo de vasos 

10 linfÆticos. 

Soker y col. (1998) describieron la purificación y la 

clonación de expresiôn a partir de cØlulas tumorales de un 

receptor de VEGF que se une a VEGF165 pero no a VEGF121. Este 

receptor VEGF especIfico de isoforma (VEGF165R) es idØntico 

15 a la neuropilina-1 humana, un receptor para la familia de 

colapsina/semaforina que media la direcciôn de cØlulas 

neuronales. Cuando se coexpresa en cØlulas con KDR, la 

neuropilina-1 aumenta la union de VEGF165 a KDR y la 

quimiotaxis mediada por VEGF165. Inversamente, la inhibiciOn 

20 de la uniOn de VEGF165 a la neuropilina-1 inhibe su uniOn a 

KDR y su actividad mitogØnica para cØlulas endoteliales. 

Soker y cal. (1998) propusieron que la neuropilina-1 es un 

receptor de VEGF que modula la uniOn de VEGF a KDR y la 

posterior bioactividad y, por lo tanto, puede regular la 

25 angiogØnesis inducida por VEGF. 
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Mattei y col. (1996) usaron hibridaciôn radioactiva in 

situ para localizar el VEGF en 6p21 -p12. Wei y cal. (1996) 

notificaron la localización del gen VEGF en el cromosoma 6p12 

por hibridaciôn in situ de fluorescencia. 

5 Para explorar la posibilidad de que el VEGF y las 

angiopayetinas colaboraran durante la angiogØnesis tumoral, 

Holash y cal. (1999) analizaron varios modelos tumorales 

murinos y humanos diferentes. Holash y col. (1999) indicaron 

que la angiopoyetina-1 era antiapoptótiCa para cØlulas 

10 endoteliales cultivadas y se indujo la expresiôn de su 

angiopoyetina-2 en el endotelio de vasos tumorales 

seleccionados antes de su regresión. Por el contraria, se 

produjo una notable inducciôn de la expresión de VEGF mucho 

mÆs tarde en la progresión tumoral, en la periferia hipóxica 

15 de cØlulas tumorales que rodeaban los pocos vasos internos 

restantes, asI coma adyacentes al plexo robusto de vasos en 

el margen tumoral. La expresión de Ang2 en los pocos vasos 

internos supervivientes y en los vasos angiogØnicos en el 

margen tumoral sugirieran que la acción desestabilizadora de 

20 la angiopoyetina-2 facilita la acción angiogØnica de VEGF en 

el borde del tumor. Holash y cal. (1999) implantaron cØlulas 

de adenocarcinoma mamario RBA de rata en cerebros de rata. 

Las cØlulas tumorales se asociaron rÆpidamente y migraron a 

travØs de los vasos sanguIneos cerebrales. Hubo una 

25 regulación positiva minima de VEGF. Holash y cal. (1999) 
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sugiiieron que una subserie de tumores selecciona rÆpidamente 

los vasos existentes del huØsped para formar una masa tumoral 

inicialmente bien vascularizada. QuizÆs como parte de un 

mecanismo de defensa del huØsped, existe una amplia regresión 

5 de estos vasos inicialmente seleccionados, conduciendo a un 

tumor avascular secundario y una pØrdida masiva de cØlulas 

tumorales. Sin embargo, el resto del tumor finalmente se 

salva por la angiogØnesis robusta en el margen del tumor. 

Carmelett y col. (1996) y Ferrara y col. (1996) 

10 observaron los efectos de la rotura dirigida del gen Vegf en 

ratones. Descubrieron que la formación de vasos sanguIneos 

era anormal, pero no se anulaba en embriones heterocigotos 

con deficiencia de Vegf e incluso estaba mÆs impedida en 

embriones homocigotos con deficiencia de Vegf, dando como 

15 resultado la muerte en las fases intermedias de la gestación. 

Se observaron fenotipos similares en embriones heterocigotos 

F(1) generados por la transmisión de la lInea germinal. 

Interpretaron sus resultados como indicadores de una 

regulación dependiente de la dosis del desarrollo de vasos 

20 embriônicos por VEGF. Los ratones homocigotos para las 

mutaciones que inactivan los 2 receptores de VEGF tambiØn 

morIan en el iitero. Sin embargo, 1 o mÆs ligandos distintos 

de Vegf podrIan activar tales receptores. Ferrara y col. 

notificaron anÆlogamente el hallazgo inesperado de que la 

25 pØrdida de un solo alelo de Vegf es letal en un embriôn de 
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ratón entre los dIas 11 y 12. Se obstaculizaba la 

angiogØnesis y la formación de islotes sanguIneos, dando como 

resultado varias anormalidades en el desarrollo. AdemÆs, las 

cØlulas madre embriónicas sin Vegf mostraban una capacidad 

5 notablemente reducida para formar tumores en ratones 

desnudos. 

Springer y col. (1998) investigaron los efectos de la 

producciôn estable a largo plazo de la proteIna VEGF por la 

transferencia gØnica mediada por mioblastos. Los mioblastos 

10 se transdujeron con un retrovirus que ilevaba un ADNc de VEGF 

164 murino y se inyectaron en miisculos de la pata de los 

ratones. La liberación continua de VEGF produjo hemangiomas 

que contenIan redes localizadas de canales vasculares. 

Springer y col. (1998) demostraron que la liberación gØnica 

15 de VEGF mediada por mioblastos puede producir tejidos 

complejos de multiples tipos celulares en adultos normales. 

La expresión del gen de VEGF exógeno en altos niveles o de 

larga duración tamblØn puede tener efectos perjudiciales. Se 

observó una respuesta fisiológica a VEGF en müsculo no 

20 isquØmico; la respuesta en el adulto no parecIa producirse 

mediante angiogØnesis y podia haber implicado un mecanismo 

relacionado con la vasculogØnesis o el desarrollo de vasos 

de novo. Springer y col. (1998) propusieron que el VEGF puede 

tener diferentes efectos a diferentes concentraciones: 

25 angiogØnesis o vasculogØnesis. 
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Fukumura y col. (1998) establecieron una lInea de 

ratones transgØnicos que expresaba la proteIna fluorescente 

verde (GFP bajo el control del promotor para VEGF. Los 

ratones que llevaban el transgen mostraban fluorescencia 

5 celular verde alrededor de los mÆrgenes de curaciôn y a lo 

largo de todo el tejido de granulación de heridas ulcerosas 

superficiales. La implantación de tumores sólidos en los 

ratones transgØnicos condujo a una acumulaciôn de 

fluorescencia verde resultante de la inducción tumoral de la 

10 actividad promotora de VEGF del huØsped. Con el tiempo, las 

cØlulas fluorescentes invadieron el tumor y podIan verse a 

lo largo de toda la masa tumoral. Los tumores mamarios 

espontÆneos inducidos por la expresión  de oncogenes en el 

ratón VEGF-GFP mostraron una fuerte expresiôn estromal, pero 

15 no tumoral, de GFP. Tanto en modelos de heridas como en 

modelos tumorales, las cØlulas positivas para GFP 

predominantes fueron los fibroblastos. Para determinar el 

papel de VEGF en la formación de hueso endocondral, Gerber 

y cal. (1999) inactivaron VEGF a travØs de la administración 

20 sistØmica de una proteIna quimØrica receptora soluble en un 

ratôn de 24 dIas. La invasión de vasos sanguIneos se suprimiô 

casi completamente, y tambiØn se observó una alteración de 

la formaciôn de hueso trabecular y la expansion de la zona 

condrocitica hipertrófica. Se redujo el reclutamiento yb 

25 diferenciación de condroclastos, que expresan gelatinasa 
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eB/ta1oproteinasa de matriz 9, asI como la resorción de los 

condrocitos terminales. Aunque la proliferación, 

diferenciación y maduraciôn de los condrocitos fue 

aparentemente normal, se inhibIa la resorción. El cese del 

5 tratamiento anti-VEGF se continuó por invasion capilar, 

restauraciOn del crecimiento Oseo, resorciOn del cartIlago 

hipertrOfico y normalizaciOn de la arquitectura de las placas 

de crecimiento. Estos hallazgos indicaron a Gerber y col. 

(1999) que la invasiOn capilar mediada por VEGF es una seæal 

10 esencial que regula la morfogØnesis de las placas de 

crecimiento y activa la remodelaciOn del cartliago. Gerber 

y col. (1999) concluyeron que VEGF es un coordinador esencial 

de la muerte de los condrocitos, la funciOn de los 

condroclastos, la remodelaciOn de la matriz extracelular, la 

15 angiogØnesis y la formaciOn de hueso en la placa en 

crecimiento. 

En una secciOn posterior de este documento, se presenta 

una secuencia de aminoÆcidos apropiada y una secuencia de 

nucleOtidos apropiada. 

20 EGF 

Un factor de crecimiento para uso en la composici6n de 

la presente invenciOn puede ser EGF. 

Han presentado antecedentes de este factor de 

crecimiento Victor A. McKusick y col. en 

25 http://www.ncbi.nlm-nih.gov/Omim. Para facilitar la 
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t’ referencia, se ha extraIdo la siguiente información de esa 

fuente. 

Lo que ahora se conoce coma factor de crecimienta 

epidØrmico fue descrito par primera vez par Cohen (1962) . El 

5 factor de crecimiento epidØrmico tiene un efecto profundo 

sabre la diferenciación de cØlulas especIficas in vivo y es 

un patente factor mitagØnica para una diversidad de cØlulas 

cultivadas tanta de arigen ectodØrmico coma de arigen 

mesodØrmico. 

10 Gray y cal. (1983) presentaron la secuencia de un clan 

de ADNc de EGF de ratón que sugerla que el EGF se sintetiza 

coma un precursor prateica grande de 1.168 aminaÆcidos. 

El EGF maduro es un palipØptida de una sala cadena que 

cansta de 53 aminaÆcidas y que tiene una masa molecular de 

15 aproximadamente 6.0000. Urdea y cal. (1983) sintetizaron el 

gen para el EGF humana. Smith y cal. (1982) sintetizaran y 

clonaran el gen para la 3-uragastrana humana. 

La uragastrana es una hormana polipeptIdica que se 

encuentra predominant emente en el duodeno y en las glÆndulas 

20 salivares. Es un patente inhibidar de la secreción de Æcido 

gÆstrica y tambiØn pramueve la praliferación de cØlulas 

epiteliales. La 0-urogastrana cantiene una sola cadena 

polipeptIdica de 53 aminoÆcidos, mientras que la gamma-

uragastrana tiene la misma secuencia de aminaâcidos 1-52 pera 

25 carece de la arginina carboxiterminal de la forma 11. La 



49 

comparaclôn de las secuencias indica que la urogastrona es 

idØntica al EGF. 

El EGF se produce en abundancia en la glÆndula 

submandibular de ratón. Tsutsumi y col. (1986) descubrieron 

S que una sialoadenectomla reducIa el EGF circulante a niveles 

inferiores al lImite de detección pero no afectaba a los 

niveles de testosterona o de FSH. Al mismo tiempo, se observó 

una reducción en las espermÆtidas de los testIculos y se 

redujo el esperma maduro en el epidIdimo. Los cambios se 

10 corrigieron mediante la administración de EGF. Se propuso un 

papel del EGF en algunos casos de infertilidad humana 

masculina, particularmente en casos de oligospermia 

inexpi icada. 

Durante la respuesta inmediata temprana de cØlulas de 

15 mamIferos a mitógenos, la histona H3 es fosforilada de forma 

rÆpida y transitoria por una o mÆs quinasas. Sassone-Coorsi 

y cal. (1999) demostraron que la fosforilaci6n estimulada por 

EGF de H3 requiere RSK2, un miembro de la familia pp90(RSK) 

de quinasas implicadas en el control del crecimiento. 

20 Mediante el estudio de hIbridos de cØlulas somÆticas de 

humano-roedor con una sonda de ADN-genómico, Brissenden y 

col. (1984) localizaron el locus EGF en 4q2l-4qter, 

posiblemente cerca de TCGF, el locus que codifica el factor 

de crecimiento de cØlulas T. 

25 Tanto el factor de crecimiento de nervios coma el factor 



de crecimiento epidØrmico se encuentran en el cromosoma 3 del 

ratón, pero estÆn en diferentes cromosomas en el hombre: ip 

y 4, respectivamente (Zabel y col., 1985). Zabel y col. 

(1985) indicaron que el cromosoma 3 de ratón tiene un 

5 segmento con una homologIa bastante extensa al ip distal del 

hombre y otro segmento con una homologIa al ip proximal del 

hombre. Mediante hibridación in situ, Morton y col. (1986) 

asignaron el EGF a 4q25 -q27. El receptor para EGF estÆ en el 

cromosoma 7.11 

10 En una sección posterior de este documento, se presenta 

una secuencia de aminoÆcidos apropiada y una secuencia de 

41 nucleôtidos apropiada. 

PDGF 

Un factor de crecimiento para uso en la composición de 

15 la presente invención puede ser PDGF. 

Pueden encontrarse enseflanzas sobre PDGF en los 

documentos WO-A-09713857, WO-A-09108761, WO-A-0931671, US -A-

05034375 y WO-A--09201716. 

En una sección posterior de este documento se presenta 

20 una secuencia de aminoÆcidos apropiada y una secuencia de 

nucleótidos apropiada para la cadena A de PDGF. 

En una secciôn posterior de este documento se presenta 

una secuencia de aminoÆcidos apropiada y una secuencia de 

nucleótidos apropiada para la cadena B de PDGF. 

25 FGF 
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Un factor de crecimiento para uso en la composición de 

la presente invención puede ser FGF. 

Se presentan enseflanzas sobre antecedentes de este 

factor de crecimiento en Galzie, Z., Kinsella, A. R. y Smith, 

5 J. A. (1997) Fibroblast growth factors and their receptors, 

Biochem. Cell Biol., 75, 669-685. Se proporciona otra 

revision en Werner, S. (1998) Cytokine & Growth Factor 

Reviews 9, 153-165. 

En una secciOn posterior de este documento se presenta 

10 una secuencia de aminoÆcidos apropiada y una secuencia de 

nucleOtidos apropiada. 

CTGF 

Un factor de crecimiento para uso en la composiciOn de 

la presente invenciOn puede ser CTGF. 

15 Han presentado enseflanzas de antecedentes de este factor 

de crecimiento Victor A. McKusick y col. en 

http://www.ncbi.nlm-nih.gov/Omim. Para facilitar la 

referencia, se ha extraIdo la siguiente información de esa 

fuente. 

20 "Bradham y col. (1991) describieron un nuevo mitOgeno 

producido por cØlulas endoteliales de la vena umbilical 

humana, que denominaron factor de crecimiento del tejido 

conjuntivo. La proteIna, relacionada con el factor de 

crecimiento derivado de plaquetas, como se predijo a partir 

25 de su ADNc, era una proteIna secretada rica en cisteIna, de 
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349 aminoÆcidos y 38 kDa. Martinieri y col. (1992) 

identificaron un locus que compartIa homologIa con el 

protooncogen nov sobreexpresado en nefroblastoma aviar y 

correspondiente al gen de CTGF. Asignaron el gen de CTGF a 

5 6q23.1 mediante una combinación de estudios de hIbridos de 

cØlulas somÆticas de ratôn/humanas e hibridación de 

fluorescencia in situ. Demostraron que el CTGF estÆ situado 

cerca de MYD. 

Mediante anÆlisis de transferencia de Northern, Kim y 

10 cal. (1997) descubrieron que el CTGF se expresa coma un ARNm 

de 2,4 kb en un amplio espectro de tejidos humanos. La 

comparación de secuencias reveló que el CTGF pertenece a un 

grupo conocido como los genes tempranos inmediatos que se 

expresan despuØs de la inducción par factores de crecimiento 

15 a ciertos ancogenes. Los genes tempranos inmediatos tienen 

una homologIa de secuencia significativa con las protelnas 

de union al factor de crecimiento semejante a insulina 

(IGFBP) y cantienen el motivo IGFBP N-terminal conservado 

(vØase IGFBP7) . El CTGF comparte una identidad de aminoÆcidos 

20 del 28 al 38% con IGFBP 1-6. Kim y col. (1996) demostraron 

que el CTGF se une especIficamente a factores de crecimiento 

semejantes a insulina (IGF), aunque con una afinidad 

relativamente baja. Propusieron que los genes tempranos 

inmediatos, junto con IGFBP7, constituyen una subfamilia de 

25 genes de IGFBP cuyos productos se unen a IGF con baja 
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diversidad de tØcriicas bioquirnicas e histológicas (tal como 

ensayos de proteasa en face fluida, inmunohistoquimica, 

zimograf ía de gel e in situ y ELISA), se ha demostrado que, 

en el fluido de la herida de ülceras dØrmicas cr6nicas a en 

5 las secciones de tejidos de herida de las mIsmas, estÆn 

presentes en altas cantidades metaloproteinasas de matriz 

(MMP), incluyendo MMP-13 y MMP-3 (Saarialho-Kere U.K. (1998) 

Arch. Dermatol. Res. 290, S47-54), elastasa de neutrôfilos 

(Herrick, S., Ashcroft, G., Ireland, G., Horan, M.., McCollum, 

10 C.& Ferguson, H. (1998) Lab. Invest. 77, 281-8), uPA (Rogers, 

A.A., Burnett, S., Lindholm, C., Bjellerup, H., Christensen, 

OB., Zederfeldt, B., Peschen, M. & Chen, W.Y. (1999) Vasa 

28, 101-5) yplasmina (Palolahti, H, Lauharanta, J, Stephens, 

RW, Kuusela, P, Vaheri. (1993) Exp. Dermatol.2, 29-37). 

15 AdemÆs, se ha demostrado que cuando se a?iaden factores de 

crecimiento al fluido de las heridas de ülceras dØrmicas 

crônicas, se degradan proteolIticamente in vitro (Lauer, G., 

Flamme, I.., Kreig, T., Sollberg, S. & Emirig, S. (1998) J. 

Invest. Dermatol. 110, 528, abstract 338), y cuando se aflade 

20 fluido de herida a cØlulas en cultivo, pierden su capacidad 

de respuesta a los factores de crecimiento. 

TambiØn debe indicarse que hasta ahora nadie habla 

identificado las proteasas responsables de esta degradación. 

Esto se atribuIa en gran medida al hecho de que hasta ahora 

25 no se habla podido rea].izar la creación de un modelo preciso 



v 

de los efectos de los inhibidores de proteasas sobre los 

factores de crecimiento y Bus receptores. A este respecto, 

muchas proteasas - que son dc clases estructurales y 

mecÆnicas divergentes y que se sobreexpresan y sobreactivan 

5 en ülceras dØrmicas crónicas - se activan entre sI mediante 

una red de rutas de interaccin y circulares. AdemÆs, algunas 

proteasas son esenciales para la migración de cØlulas y el 

depósito del colÆgeno, componentes criticos de la curación 

normalde las heridas, lo cual indica que, a menos que se 

10 consiga una selectividad apropiada hacia ciertos inhibidores 

de proteasa, seria de esperar que se viera afectada 

Snegativamente la curación de las heridas (Pilcher, B.K., 

Wang, M., Qin, X.J., Parks, W.C., Senior, R.M., Welgus, H.G. 

(1999) Ann. N.Y. Acad. Sci. 878, 12-24). AdemÆs, en las 

15 ülceras dØrrnicas crónicas tambiØn se altera el nivel de 

inhibidores endógenos de proteasas (tales coma Inhibidores 

de Tejidos de Metal oproteinasas [TIMP] y de inhibidores de 

activador de plasminógeno [PAl]), lo cual aumenta la 

complejidad y la impredecibilidad de la patologia (Itoh, Y. 

20 &Nagase, H. (1995) J. Biol. Chem. 270, 16518-16521; Knauper, 

V., Lôpez-Otin, C., Smith, B., Knight, G. & Murphy, G. (1996) 

L Biol. Chem. 271, 1544-1550). Par lo tanto, hasta ahora no 

se conocian, en general, los efectos de la inhibiciôn 

especifica de proteasas particulares sabre la conservaciôn 

25 del factor de crecimiento y la función en las ülceras 
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dØrmicas crónicas. 

De acuerdo con la presente irvenci6n, se cree que la 

limitación de iadegradación protØolitica especifica afecta 

a la eficacia de una diversidad de factores de crecimiento 

5 (tanto endógenos como aplicados teraputicamente) en i1ceras 

dØrmicas crónicas Por lo tanto,’ la composición de la 

presente irivemci6n se ref iere a ’inbibidores de proteasa 

especificos, que se usan en combinaciôn con uno o mÆs 

factores de crecimiento. La composiciôn de la presente 

10 invención soluciona los prob].emas asociados con las terapias 

de la tØcnica anterior. 

Si el agente inhibidor es una protelna, puede aplicarse 

por via tópica u oral, o por via intravenosa, como esa 

proteina (en cualqu.er forrnulai6n) AdemÆs, o come 

15 alternativa, el AJDN que cothfica esa protelna puede aplicarse 

en el tejido dafiado, tal como tna herida, per ejemplo 

incorporÆndolo en un vector adecua do, tal como mediante el 

use de un dispositivo, tal como, i a modo de ejemplo, una 

pistola gnica (per ejemplo, Lu, B, Scott, G. & Goldsmith, 

20 L.A., (1996) Proc. Assoc, Am. Physicians 108, 168-172). 

El factor de crecimiento de la presente invención puede 

aplicarse per via tôpica como una proteIna (en cualquier 

forrnulación). Ademâs, 0 come alternativa, el .]DN que codifica 

el factor de crecimiento puede aplicarse al tejido daiado, 

25 tal come una herida, por ejemplo ircorporÆndolo en un vector 
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adecuado, tal como mediante el uso de un dispositivo, tal 

como, a moclo de ejemplo, una pistol gnica (por ejemplo, Lu, 

B., Scott, G. & Goldsmith, L.A., (1996) Proc. Assoc. Am. 

Physicians 108, 168-172) 

S Los ejemplos de los factores 4e crecimiento para uso en 

la presente invenciôn incluyen unoo ms de PDGF, FGF, CTGF 

(en particular semejarites a CTGF), ’KGF (en particular, KGF-

2), TGF (en particular, TGF-fl), CSF (en particular, GM-CSF), 

VEGF, EGP y Chrysalin. A continuac–ón se preseritan detalles 

10 sobre estos factores de’  crecimientç. 

VEGF 

Un factor de crecimiento parauso en la composición de 

la. preserite invención puede ser VEcffF. 

Han preseritado ensefianzas de antecederites sobre este 

15 factor de crecimiento Victor A. McKusick y col. en 

http;//www.ncbi.nlm.nih_.qov/omim. Para facilitar la 

referenda, se ha extraido la siguiente información de esa 

fuente. 

"Muchos mitôgenos do polipptdos tales como el factor 

20 de crecimiento bÆsico de fibrolstos y factores do 

crecimiento derivados, de plaquetas, son activos en una amplia 

gene de tipos de cØlulas diferentØs. Por el contranio, el 

factor de crecimiento endotelial vascular es un mitógeno 

principalmente para lascØlulas del endotelio vascular.. Sin 

25 embargo, est4 relacioriado estructualmente con el factor de 

II 
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crecimiento derivado de plaquetas. 

Tischer y cal. (1991) demostraron que VEGF, tambiØn 

denorninado factor de permeabilidad vascular (VPF), es 

producido par cØlulas del müsculo lisa vascular cultivadas. 

S Mediante el anÆlisis de trÆnscritos de estas cØlulas por PCR 

y clonación de ADNc, demostrarori la existencia de 3 formas 

diferentes de la region codificaæte de VEGF. Estos ADNc 

tenlan productos previstos de 189, 165 y 121 aminoÆcidos. 

Descubrieron que el gen VEGF se divide en 8 exones y que las 

10 diversas formas de la regiOn codificante de VEGF se producen 

a travØs de un modo de corte y empaime alternativo: la forma 

� de 165 aminoÆcidos carece de los restos codificados por el 

exOn 6, mientras que la forma de 121 aminoÆcidos carece de 

los restos codificados pox’ los exones 6 y 7. El VEGF, una 

15 glucoproteina homodimØrica de masa molecular relativa 45.000, 

es el ünico mit6geno que actila especIficamente sobre las 

cØlulas endoteliales. Puede ser un regulador importante de 

la angiogØnesis tumoral in viva. 

Millauer y col. (1994) observaron en ratôn que su 

20 expresi6n estaba regulada positivamente por hipoxia y su 

receptor de la superficie celular, Flk 1 se expresa 

exciusivamerite en cØlulas endoteliales. 

Folkman (1995) indicO la importancia de VEGF y su 

sisterna receptor en el crecimiento tumoral y sugiriO que la 

25 intervenciOn en este sistema puede proporcionar 



procedimientos de estudio prometedores para la terapia contra 

el cÆncer. 

El VEGF y el factor de crecimiento placentario 

constituyen una familia de pØptidos reguladores capaces de 

5 controlar la formación de vasos sangulneos y la permeabilidad 

mediante la interacción con 2 receptores de tirosina quinasa 

endoteliales, FLT1 y KDR/FLK1. VØase tambiØn VEGFB. Un tercer 

miembro de esta familia puede ser el uganda del receptor 

FLT4 relacionado implicado en el desarrollo de vasos 

10 linfâticoe. 

Soker y cal. (1998) describieron la purificaciôn y la 

� clonación de expresión a partir de cØlulas tumorales de un 

receptor de VEGF que se une a VEGF165 pero no a VEGF121. Este 

receptor VEGF especifico de isoforma (VEGF165R) es idØntico 

15 a la rieuropilina-1 humana, un receptor para la familia de 

colapsina/semaforina que media la direcciôn de cØlulas 

neuronales. Cuando se coexpresa en cØlulas con KDR, la 

neuropilina-1 aumenta la union de VEGF165 a KDR y la 

quimiotaxis mediada por VEGF165. Inversamente, la inhibiciOn 

20 de la union de VEGF165 a la neuropilina-1 inhibe su uniOn a 

K]JR y su actividad mitogØnica para cØlulas endoteliales. 

Soker y col. (1998) propusieron que la neuropilina-1 es un 

receptor de VEGF que modula la uniOn de VEGF a KDR y la 

posterior bioactividad y, por lo tanto, puede regular la 

25 angiogØnesis inducida par VEGF. 
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Mattei y cal. (1996) usaror hibrjdaciôn radioaetiva in 

situ para localizar el VEGF en 6p21 -p12. Wei y coL (1996) 

notificaron la localización del geri VEGF en el cromosoma 6p12 

por hibridación in situ de fluorescericia. 

5 Para explorar la posibilidad de que el VEGF y las 

angiopoyetinas colaboraran durante la angiogØnesis tumoral, 

Holash y cal. (1999) analizaron varios modelos tumorales 

rnurinos y humanos difez’entes. Holash y cal. (1999) indicaron 

que la angiopoyetina-1 era antiapoptótica para c1u1as 

10 endoteliales cultivadas y se indujo la expres16n de su 

angiopoyetina-2 en el endotelio de vasos tumorales 

seleccionados antes de su regresión. Par el contraria, se 

produjo una notable inducc–ôn de la expresión de VEGF mucho 

mÆs tarde en la progresiôn tumoral, en la perieria hip6xic 

15 de cØlulas tumorales que rodeaban los pocos Vasos internos 

restantes, aI como adyacentes al plexo robusto de vasos en 

el margen tumoral. La expresi6n de Ang2 en los.pocos vasos 

internos supervivientes y en los vasos angiogØnicos en el 

margen tumoral sugirieron que la accióri desestabilizadora de 

20 la angiopoyetina-2 facilita la acciôn angiogØnica de VEGF en 

el borde del tumor. Holash y cal. (1999) impiantaron cØlulas 

de adenocarcinoma mamaria RA de rata en cerebros de rata. 

Las cØlulas tumorales se asociaron rpidamerite y migraron a 

travØs de los vasos sangulneos cerebrales. Bubo una 

25 regulación positiva minima de VEGF. Holash y cal, (1999) 
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diversidad de tØcriicas bioquirnicas e histológicas (tal como 

ensayos de proteasa en face fluida, inmunohistoquimica, 

zimograf ía de gel e in situ y ELISA), se ha demostrado que, 

en el fluido de la herida de ülceras dØrmicas cr6nicas a en 

5 las secciones de tejidos de herida de las mIsmas, estÆn 

presentes en altas cantidades metaloproteinasas de matriz 

(MMP), incluyendo MMP-13 y MMP-3 (Saarialho-Kere U.K. (1998) 

Arch. Dermatol. Res. 290, S47-54), elastasa de neutrôfilos 

(Herrick, S., Ashcroft, G., Ireland, G., Horan, M.., McCollum, 

10 C.& Ferguson, H. (1998) Lab. Invest. 77, 281-8), uPA (Rogers, 

A.A., Burnett, S., Lindholm, C., Bjellerup, H., Christensen, 

OB., Zederfeldt, B., Peschen, M. & Chen, W.Y. (1999) Vasa 

28, 101-5) yplasmina (Palolahti, H, Lauharanta, J, Stephens, 

RW, Kuusela, P, Vaheri. (1993) Exp. Dermatol.2, 29-37). 

15 AdemÆs, se ha demostrado que cuando se a?iaden factores de 

crecimiento al fluido de las heridas de ülceras dØrmicas 

crônicas, se degradan proteolIticamente in vitro (Lauer, G., 

Flamme, I.., Kreig, T., Sollberg, S. & Emirig, S. (1998) J. 

Invest. Dermatol. 110, 528, abstract 338), y cuando se aflade 

20 fluido de herida a cØlulas en cultivo, pierden su capacidad 

de respuesta a los factores de crecimiento. 

TambiØn debe indicarse que hasta ahora nadie habla 

identificado las proteasas responsables de esta degradación. 

Esto se atribuIa en gran medida al hecho de que hasta ahora 

25 no se habla podido rea].izar la creación de un modelo preciso 
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de los efectos de los inhibidores de proteasas sobre los 

factores de crecimiento y Bus receptores. A este respecto, 

muchas proteasas - que son dc clases estructurales y 

mecÆnicas divergentes y que se sobreexpresan y sobreactivan 

5 en ülceras dØrmicas crónicas - se activan entre sI mediante 

una red de rutas de interaccin y circulares. AdemÆs, algunas 

proteasas son esenciales para la migración de cØlulas y el 

depósito del colÆgeno, componentes criticos de la curación 

normalde las heridas, lo cual indica que, a menos que se 

10 consiga una selectividad apropiada hacia ciertos inhibidores 

de proteasa, seria de esperar que se viera afectada 

Snegativamente la curación de las heridas (Pilcher, B.K., 

Wang, M., Qin, X.J., Parks, W.C., Senior, R.M., Welgus, H.G. 

(1999) Ann. N.Y. Acad. Sci. 878, 12-24). AdemÆs, en las 

15 ülceras dØrrnicas crónicas tambiØn se altera el nivel de 

inhibidores endógenos de proteasas (tales coma Inhibidores 

de Tejidos de Metal oproteinasas [TIMP] y de inhibidores de 

activador de plasminógeno [PAl]), lo cual aumenta la 

complejidad y la impredecibilidad de la patologia (Itoh, Y. 

20 &Nagase, H. (1995) J. Biol. Chem. 270, 16518-16521; Knauper, 

V., Lôpez-Otin, C., Smith, B., Knight, G. & Murphy, G. (1996) 

L Biol. Chem. 271, 1544-1550). Par lo tanto, hasta ahora no 

se conocian, en general, los efectos de la inhibiciôn 

especifica de proteasas particulares sabre la conservaciôn 

25 del factor de crecimiento y la función en las ülceras 
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dØrmicas crónicas. 

De acuerdo con la presente irvenci6n, se cree que la 

limitación de iadegradación protØolitica especifica afecta 

a la eficacia de una diversidad de factores de crecimiento 

5 (tanto endógenos como aplicados teraputicamente) en i1ceras 

dØrmicas crónicas Por lo tanto,’ la composición de la 

presente irivemci6n se ref iere a ’inbibidores de proteasa 

especificos, que se usan en combinaciôn con uno o mÆs 

factores de crecimiento. La composiciôn de la presente 

10 invención soluciona los prob].emas asociados con las terapias 

de la tØcnica anterior. 

Si el agente inhibidor es una protelna, puede aplicarse 

por via tópica u oral, o por via intravenosa, como esa 

proteina (en cualqu.er forrnulai6n) AdemÆs, o come 

15 alternativa, el AJDN que cothfica esa protelna puede aplicarse 

en el tejido dafiado, tal como tna herida, per ejemplo 

incorporÆndolo en un vector adecua do, tal como mediante el 

use de un dispositivo, tal como, i a modo de ejemplo, una 

pistola gnica (per ejemplo, Lu, B, Scott, G. & Goldsmith, 

20 L.A., (1996) Proc. Assoc, Am. Physicians 108, 168-172). 

El factor de crecimiento de la presente invención puede 

aplicarse per via tôpica como una proteIna (en cualquier 

forrnulación). Ademâs, 0 come alternativa, el .]DN que codifica 

el factor de crecimiento puede aplicarse al tejido daiado, 

25 tal come una herida, por ejemplo ircorporÆndolo en un vector 
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adecuado, tal como mediante el uso de un dispositivo, tal 

como, a moclo de ejemplo, una pistol gnica (por ejemplo, Lu, 

B., Scott, G. & Goldsmith, L.A., (1996) Proc. Assoc. Am. 

Physicians 108, 168-172) 

S Los ejemplos de los factores 4e crecimiento para uso en 

la presente invenciôn incluyen unoo ms de PDGF, FGF, CTGF 

(en particular semejarites a CTGF), ’KGF (en particular, KGF-

2), TGF (en particular, TGF-fl), CSF (en particular, GM-CSF), 

VEGF, EGP y Chrysalin. A continuac–ón se preseritan detalles 

10 sobre estos factores de’  crecimientç. 

VEGF 

Un factor de crecimiento parauso en la composición de 

la. preserite invención puede ser VEcffF. 

Han preseritado ensefianzas de antecederites sobre este 

15 factor de crecimiento Victor A. McKusick y col. en 

http;//www.ncbi.nlm.nih_.qov/omim. Para facilitar la 

referenda, se ha extraido la siguiente información de esa 

fuente. 

"Muchos mitôgenos do polipptdos tales como el factor 

20 de crecimiento bÆsico de fibrolstos y factores do 

crecimiento derivados, de plaquetas, son activos en una amplia 

gene de tipos de cØlulas diferentØs. Por el contranio, el 

factor de crecimiento endotelial vascular es un mitógeno 

principalmente para lascØlulas del endotelio vascular.. Sin 

25 embargo, est4 relacioriado estructualmente con el factor de 

II 
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crecimiento derivado de plaquetas. 

Tischer y cal. (1991) demostraron que VEGF, tambiØn 

denorninado factor de permeabilidad vascular (VPF), es 

producido par cØlulas del müsculo lisa vascular cultivadas. 

S Mediante el anÆlisis de trÆnscritos de estas cØlulas por PCR 

y clonación de ADNc, demostrarori la existencia de 3 formas 

diferentes de la region codificaæte de VEGF. Estos ADNc 

tenlan productos previstos de 189, 165 y 121 aminoÆcidos. 

Descubrieron que el gen VEGF se divide en 8 exones y que las 

10 diversas formas de la regiOn codificante de VEGF se producen 

a travØs de un modo de corte y empaime alternativo: la forma 

� de 165 aminoÆcidos carece de los restos codificados por el 

exOn 6, mientras que la forma de 121 aminoÆcidos carece de 

los restos codificados pox’ los exones 6 y 7. El VEGF, una 

15 glucoproteina homodimØrica de masa molecular relativa 45.000, 

es el ünico mit6geno que actila especIficamente sobre las 

cØlulas endoteliales. Puede ser un regulador importante de 

la angiogØnesis tumoral in viva. 

Millauer y col. (1994) observaron en ratôn que su 

20 expresi6n estaba regulada positivamente por hipoxia y su 

receptor de la superficie celular, Flk 1 se expresa 

exciusivamerite en cØlulas endoteliales. 

Folkman (1995) indicO la importancia de VEGF y su 

sisterna receptor en el crecimiento tumoral y sugiriO que la 

25 intervenciOn en este sistema puede proporcionar 



procedimientos de estudio prometedores para la terapia contra 

el cÆncer. 

El VEGF y el factor de crecimiento placentario 

constituyen una familia de pØptidos reguladores capaces de 

5 controlar la formación de vasos sangulneos y la permeabilidad 

mediante la interacción con 2 receptores de tirosina quinasa 

endoteliales, FLT1 y KDR/FLK1. VØase tambiØn VEGFB. Un tercer 

miembro de esta familia puede ser el uganda del receptor 

FLT4 relacionado implicado en el desarrollo de vasos 

10 linfâticoe. 

Soker y cal. (1998) describieron la purificaciôn y la 

� clonación de expresión a partir de cØlulas tumorales de un 

receptor de VEGF que se une a VEGF165 pero no a VEGF121. Este 

receptor VEGF especifico de isoforma (VEGF165R) es idØntico 

15 a la rieuropilina-1 humana, un receptor para la familia de 

colapsina/semaforina que media la direcciôn de cØlulas 

neuronales. Cuando se coexpresa en cØlulas con KDR, la 

neuropilina-1 aumenta la union de VEGF165 a KDR y la 

quimiotaxis mediada por VEGF165. Inversamente, la inhibiciOn 

20 de la union de VEGF165 a la neuropilina-1 inhibe su uniOn a 

K]JR y su actividad mitogØnica para cØlulas endoteliales. 

Soker y col. (1998) propusieron que la neuropilina-1 es un 

receptor de VEGF que modula la uniOn de VEGF a KDR y la 

posterior bioactividad y, por lo tanto, puede regular la 

25 angiogØnesis inducida par VEGF. 
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Mattei y cal. (1996) usaror hibrjdaciôn radioaetiva in 

situ para localizar el VEGF en 6p21 -p12. Wei y coL (1996) 

notificaron la localización del geri VEGF en el cromosoma 6p12 

por hibridación in situ de fluorescericia. 

5 Para explorar la posibilidad de que el VEGF y las 

angiopoyetinas colaboraran durante la angiogØnesis tumoral, 

Holash y cal. (1999) analizaron varios modelos tumorales 

rnurinos y humanos difez’entes. Holash y cal. (1999) indicaron 

que la angiopoyetina-1 era antiapoptótica para c1u1as 

10 endoteliales cultivadas y se indujo la expres16n de su 

angiopoyetina-2 en el endotelio de vasos tumorales 

seleccionados antes de su regresión. Par el contraria, se 

produjo una notable inducc–ôn de la expresión de VEGF mucho 

mÆs tarde en la progresiôn tumoral, en la perieria hip6xic 

15 de cØlulas tumorales que rodeaban los pocos Vasos internos 

restantes, aI como adyacentes al plexo robusto de vasos en 

el margen tumoral. La expresi6n de Ang2 en los.pocos vasos 

internos supervivientes y en los vasos angiogØnicos en el 

margen tumoral sugirieron que la accióri desestabilizadora de 

20 la angiopoyetina-2 facilita la acciôn angiogØnica de VEGF en 

el borde del tumor. Holash y cal. (1999) impiantaron cØlulas 

de adenocarcinoma mamaria RA de rata en cerebros de rata. 

Las cØlulas tumorales se asociaron rpidamerite y migraron a 

travØs de los vasos sangulneos cerebrales. Bubo una 

25 regulación positiva minima de VEGF. Holash y cal, (1999) 



rieron que una subserie de tumores selecciona rpidamente 

los vasos existents del huØsped para formar una masa tumoral 

inicialmente bien vasçu1arizada. QuizÆs como parte de un 

mecanismo de defensa del huØsped, edste una atnplia regresión 

5 de estos vasos inicialmente seleccionados, conduciendo a un 

tumor avascular secundario y una pØrdida masiva de clu1as 

tumorales.. Sin embargo, el resto del tumor finalmente se 

salva por la angiogØnesis robusta en el margen del tumor. 

Carmelett y col. (1996) y I Ferrara y col. (1996) 

10 observaron los efectos de la rotura dirigida del. geri. Vegf en 

ratones. Descubrieron que la forma.ción de vasos sariguneos 

era anorrnal, pero no se anulaba en embriones heterocigotos 

con deficiencia de Vegf e incluso estaba m.s impedida en 

embriones homocigoto8 con deficiezicia de Vegf, dando como 

15 resultado la muerte en las fases intermedias de la gestaciOn. 

Sc observaron feriotipos similares en embriones heterocgotos 

F(1) generados por la transmisi6n de la ilnea. germinal. 

Interpretaron sus resultados corno indicadores de una 

regulaci6n dependiente de la dosis del desarrollo devasos 

20 embriônicos por VEGF Los ratoris homocigotos para las 

. niutaciones que inactivan los 2 receptores de VEGF tambin 

morlari en el ütero. Sin embargo, 1:o mÆs ligandosdistir.tos 

de Vegf podrian activar tales receptores. Ferrara. y col. 

notificaron anÆlogamente el hallazgo inesperado dc que la 

25 pØrdida de un solo alelo de Vegf es letal en un embr16n de 
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ratón entre los dIas 11 y 12. Se obstaculizaba la 

angiogØnesis y la formaciôn de islotes sangulneos, dando como 

resultado varias anormalidades en el desarrollo. AdemÆs, las 

cØlulas madre ernbriónicas sin Vegf mostraban una capacidad 

5 notablemente reducida para formar tumores en ratones 

desnudos. 

Springer y col. (1998) investigaron los efectos de la 

producciôn estable a largo plazo de la proteina VEGF por la 

transferencia gØnica mediada por mioblastos. Los mioblastos 

10 se transdujeron con un retrovirus que ilevaba un ADNc de VEGF 

164 murino y se inyectaron en müsculos de la pata de los 

��- ratones. La liberación continua de VEGF produjo hemangiomas 

que contenian redes localizadas de canales vasculares. 

Springer y col. (1998) demostraron que la liberación gØnica 

15 de VEGF rnediada por mioblastos puede producir tejidos 

complejos de multiples tipos celulares en adultos normales. 

La expresiôn del gen de VEGF exógeno en altos niveles o de 

larga duración tarnbiØn puede tener efectos perjudiciales. Se 

observô una respuesta fisiolôgica a VEGF en mCisculo no 

20 isquØmico; la respuesta en el adulto no parecia producirse 

mediante angiogØnesis y podia haber implicado un mecanisrno 

relacionado con la vasculogØnesis o el desarrollo de vasos 

de novo. Springer y col. (1998) propusieron que el VEGF puede 

tener diferentes efectos a diferentes concentraciones: 

25 angiogØnesis 0 vasculogØnesis. 
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Fukumura y col. (1998) establecieron una linea de 

ratones transgØnicos que expresaba: la proteina fluorescente 

verde (GFP bajo el control del :promotor para VEGF. Los 

ratones que ilevaban el transgen mostraban fluorescencia 

5 celular verde airededor do los mÆgenes de curación y a lo 

largo do todo el tejido do granulaciôn de heridas ulcerosas 

superficiales. La implantaci6n do tumores s6lidos en los 

ratones transgnicos condujo a una acumulaciôn de 

fluorescencia verde resultante de la inducci6n tumoral de la 

10 actividad promotora de VEGF delhuØsped. Con el tiempo, las 

cØlulas fluorescentes invadieron el tumor y podlan verse a 

lo largo de toda la masa tumoral. Los tumores mamarios 

espontÆneos inducidos por la expresión do oncogenes en e]. 

ratôn VEGF-GFP mostraron una fuertØ expresión estromal, pero 

15 no tumoral, de GFP. Tanto en modelos do heridas como en 

modelos tumorales, las cØlulas positivas para GFP 

predominantes fueron los fibroblastos. Para determinar el 

papel de VEGF en la formación de hueso endocondral, Gerber 

y col. (1999) inactivaron VEGF a travØs de la administración 

20 sistØmica de una protelna quimØrica receptora soluble en un 

� 
ratôn de 24 dIas. La invasion de vasos sangulneos se suprimiO 

casi completamente, y tarnbiØn se observó una alteraciOn de 

la formaciOn do hueso trabecular y la expansiOn de la zona 

condrocitica hipertr6fica. Be redujo el reclutamiento yb 

25 diferenciaci6n de condroclastos, que expresan gelatinasa 
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a1oproteinasa de rnatriz 9, asI como la resorción de los 

condrocitos terminales. Aunque la proliferación, 

diferencjacióri y maduración de los condrocitos fue 

aparentemente normal, se inhibla la resorción. El cese del 

5 tratamiento anti-VEGF se continuó por invasion capilar, 

restauraciOn del crecimiento Oseo, resorciOn del cartIlago 

hipertrOfico y normalizaciOn de la arquitectura de las placas 

de crecimiento. Estos hallazgos indicaron a Gerber y col. 

(1999) que la invasiOn capilar mediada por VEGF es una seflal 

10 esencial que regula la morfogØnesis de las placas de 

crecimiento y activa la remodelaci6n del cartIlago. Gerber 

� y col. (1999) concluyeron que VEGF es un coordinador esencial 

de la muerte de los condrocitos, la funciOn de los 

coridroclastos, la remodelaciOn de la matriz extracelular, la 

15 angiogØnesis y la formaciOn de hueso en la placa en 

crecimiento." 

En una secciOn posterior de este documento, se presenta 

una secuencia de aminoÆcidos apropiada y una secuencia de 

nucle6tidos apropiada. 

20 EGF 

Un factor de crecimiento para uso en la composiciOn de 

la presente invenciOn puede ser EGF. 

Han presentado antecedentes de este factor de 

crecimiento Victor A. McKusick y col. en 

25 http://www.ncbi.nlm-nih.gov/Omim. Para facilitar la 
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\ referencia, se ha extraldo la siguiente informaciôn de  esa 

fuente - 

"La que ahora se conoce coma factor de crecimiento 

epidØrmico fue descrito par primera vez par Cohen (1962). El 

5 factor de crecimiento epidØrmico tiene un efecto profundo 

sabre la diferericiación de cØlulas especIficas in viva y es 

un potente factor mitogØnico para una diversidad de cØlulas 

cultivadas tanto de origen ectodØrmico coma de origen 

mesodØrmico 

10 Gray y cal. (1983) presentaron la secuencia de un clan 

de AIJNc de EGF de ratôn que sugerIa que el EGF se sintetiza 

� coma un precursor proteico grande de 1.168 aminoÆcidos. 

El EGF maduro es un polipØptido de una sola cadena que 

consta de 53 aminoÆcidos y que tiene una masa molecular de 

15 aproximadamente 6.0000. Urdea y col. (1983) sintetizaron el 

gen para el EGF humano. Smith y cal. (1982) sintetizaron y 

clonaron el gen para la f3-urogastrona humana. 

La urogastrona es una hormona polipeptidica que se 

encuentra predominantemente en el duodeno y en las glÆndulas 

20 salivares. Es un potente inhibidor de la secreción de Æcido 

ID g.strico y tarnbiØn promueve la proliferación de cØlulas 

epiteliales. La j3-urogastrona contiene una sola cadena 

polipeptidica de 53 aminoÆcidos, mientras que la gamma-

urogastrona tiene la misma secuencia de aminoÆcidos 1-52 pero 

25 carece de la arginina carboxiterminal de la forma f3. La 
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.�comparain de las secuencias indica que la urogastrona es 

idØntica al EGF. 

El EGF se produce en abundancia en la. glÆndula 

submandibular de ratón. Tsutsumi y coL (1986) descubrieron 

S que una sialoadenectomia reducia el EGF circulante a niveles 

inferiores al limite de detección pero no afectaba a los 

niveles de testosterona o de FSH. Al mismo tiempo, se observó 

una reducciôn en las espermÆtidas de los testIculos y se 

redujo el esperma maduro en el epididimo. Los carnbios se 

10 corrigieron mediante la administraci6n de EGF. Se propuso un 

papel del EGF en algunos casos de infertilidad humana 

masculina, particularmente en casos de oligospermia 

inexplicada. 

Durante la respuesta inmediata temprana de cØlulas de 

15 mamiferos a mitógenos, la histona H3 es fosforilada de forma 

rÆpida y transitoria por una o quinasas. Sassorie-Coorsi 

y col. (1999) demostraron que la fosforilaci6n estimulada por 

EGF de H3 requiere RSK2, un miembro de la familia pp9O(RSK) 

de quinasas implicadas en el control del crecimiento. 

20 Mediante el estudio de hibridos de cØlulas somÆticas de 

humano-rodor con una sonda de ADN-gen6mico, Brissenden y 

col. (1984) localizaron el locus EGF en 4q21-4qter, 

posiblemente cerca de TCGF, el locus que codifica el factor 

de crecimiento de cØlulas T. 

25 Tanto el factor de crecimiento de nervios como el factor 
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de crecimiento epidØrmico se encuentran en el cromosoma 3 del 

ratôn, pero estÆn en diferentes cromosomas en el hombre: ip 

y 4, respectivamente (Zabel y col., 1985). Zabel y col. 

(1985) indicaron que el cromosoma 3 de ratôn tiene un 

5 segmento con una homologia bastante extensa al ip distal del 

hombre y otro segmerito con una homologla al ip proximal del 

hombre. Mediante hibridaciôn in situ, Morton y col. (1986) 

asignaron el EGF a 4q25 -q27. El receptor para EGF estÆ en el 

cromosoma 7." 

10 En una sección posterior de este documento, se presenta 

una secuencia de amino.cidos apropiada y una secuencia de 

nucletidos apropiada. 

PDGF 

Un factor de crecimiento para uso en la composiciôn de 

15 la presente invención puede ser PDGF. 

Pueden encontrarse ensefianzas sobre PDGF en los 

documentos WO-A-09713857, WO-A--09108761, WO-A-0931671, US -A-

05034375 y WO-A--09201716. 

En una sección posterior de este documento se presenta 

20 una secuencia. de aminoÆcidos apropiada y una secuencia de 

nucleôtidos apropiada para la cadena A de PDGF. 

En una sección posterior de este documento se presenta 

una secuencia de aminoÆcidos apropiada y una secuencia de 

nucleótidos apropiada para la cadena B de PDGF. 

25 FGF 
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Un factor de crecimiento para uso en la composición de 

la presente invenci6n puede ser FGF. 

Se presentan enseflanzas sobre antecedentes de este 

factor de crecimiento en Gaizie, Z.., Kinsella, A. R. y Smith, 

5 L A. (1997) Fibroblast growth factors and their receptors, 

Biochem. Cell Biol., 75, 669-685. Se proporciona otra 

revision en Werner, S. (1998) Cytokine & Growth Factor 

Reviews 9, 153-165. 

En una secciOn posterior de este documento se presenta 

10 una secuencia de aminoÆcidos apropiada y una secuencia de 

nucleOtidos apropiada. 

CTGF 

Un factor de crecimiento para uso en la composiciOn de 

la presente invenciOn puede ser CTGF. 

15 Han presentado ensefanzas de antecedentes de este factor 

de crecimiento Victor A. McKusick y col. en 

http://www.ncbi.nlm-nih.gov/omim. Para facilitar la 

referencia, se ha extraido la siguiente informaciôn de esa 

fuente. 

20 "Bradharn y col. (1991) describieron un nuevo mitOgeno 

producido por cØlulas endoteliales de la vena umbilical 

humana, que denominaron factor de crecimiento del tejido 

conjuntivo. La proteina, relacionada con el factor de 

crecimiento derivado de plaquetas, como 
se 

predijo a partir 

25 de su ADNc, era una protemna secretada rica en cistelna, de 
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349 aminoÆcidos y 38 kDa. Martinieri y col. (1992) 

identificaron un locus que compartia homologia con el 

protooncogen nov sobreexpresado en nefroblastoma aviar y 

correspondiente al gen de CTGF. Asignaron el gen de CTGF a 

5 6q23.1 mediante una combinaci6n de estudios de hIbridos de 

cØlulas somÆticas de rat6n/humanas e hibridación de 

fluorescencia in situ. ]Jemostraron que el CTGF estÆ situado 

cerca de MYB. 

Mediante anÆlisis de transferencia de Northern, Kim y 

10 col. (1997) descubrieron que el CTGF se expresa como un ARNm 

de 2,4 kb en un ampilo espectro de tejidos humanos. La 

comparación de secuencias revelô que el CTGF pertenece a un 

grupo conocido como los genes tempranos inmediatos que se 

expresan despuØs de la inducción por factores de crecimiento 

15 o ciertos oncogenes. Los genes tempranos inmediatos tienen 

una homologla de secuencia significativa con las protelnas 

de union al factor de crecimiento semej ante a insulina 

(IGFBP) y contienen el motivo IGFBP N-terminal conservado 

(vØase IGFBP7). El CTGF comparte una ideritidad de aminoÆcidos 

20 del 28 al 38% con IGFBP 1-6. Kim y col. (1996) demostraron 

que el CTGF se une especIficamente a factores de crecimiento 

semejantes a insulina (IGF), aunque con una afinidad 

relativamente baja. Propusieron que los genes tempranos 

inmediatos, junto con IGFBP7, constituyen una subfamilia de 

25 genes de IGFBP cuyos productos se unen a IGF con baja 
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afinidad". 

En una sección posterior de este documento, se presenta 

una secuencia de aminoÆcidos apropiada y una secuencia de 

nucleótidos apropiada. 

S SEMEJANTE A CTGF 

Un factor de crecimiento para uso en la composición de 

la presente invención puede ser un factor semejante a CTGF. 

Este factor de crecimiento algunas veces se denomina CT58 y 

WISP-2. Tiene los siguientes ni:imeros de acceso: AF074604, 

10 AF083500, AF100780 y 076076. 

Han presentado enseflanzas de antecedentes de este factor 

� de crecimiento Victor A. McKusick y col. en 

http://www.ncbi.nlm-nih.gov/omim. Para facilitar la 

referencia, se ha extraldo la siguiente información de esa 

15 fuente. 

"Pennica y col. (Pennica, ID.; Swanson, T. A.; Welsh, J. 

W.; Roy, M. A.; Lawrence, D. A.; Lee, J.; Brush, J.; 

Taneyhill, L. A.; JDeuel, B.; Lew, M.; Watanabe, C.; Cohen, 

R. L.; Meihem, M. F.; Finley, G. G.; Quirke, P.; Goddard, A. 

20 ID.; Hillan, K. J.; Gurney, A. L.; Botstein, ID..; Levine, A. 

� 
J.: WISP genes are members of the connective tissue growth 

factor family that are up-regulated in Wnt-1-transformed 

cells and aberrantly expressed in human colon tumors. Proc. 

Natl. Acad. Sci. 95: 14717-14722, 1998) clonaron y 

25 caracterizaron 3 genes cadena abajo en la ruta de 
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sefializaciónde Wnt que son relevantes para la transformaci6n 

maligna: WISP1, WISP2 y WISP3. El ADNc de WISP2 codifica una 

proteina de 250 aminoÆcidos que tiene una identidad del 73% 

con la protelna de ratón. Los autores descubrieron que la 

5 expresión del ARN de WISP2 se reducia en el 79% de los 

tumores de colon humanos, en cornparación con WISP1 y WISP3, 

que se sobreexpresaban en tumores de colon. Mediante el uso 

de paneles de mapeo de hibridos de radiación, Pennica y col. 

(1998) localizaron el gen WISP2 en 20q12 -q13." 

10 En una sección posterior de este documento, se presenta 

una secuencia de aminoÆcidos apropiada y una secuencia de 

nucleótidos apropiada. 

KGF 

Un factor de crecimiento para uso en la presente 

15 invención puede ser KGF, en particular KGF-2. 

Han presentado antecedentes de este factor de 

crecimiento Victor A. McKusick y col. enhttp://www.ncbi.nlm-

nih.gov/omim. Para facilitar la referencia, se ha extraido 

la siguiente informaciôn de esa fuente. 

20 "Rubin y col. (1989) identificaron un factor de 

to 

crecimiento especfico para cØlulas epiteliales en medio 

acondicionado de una linea celular de fibroblastos de pulm6n 

embriónica humana. A causa de su actividad predominante en 

los queratinocitos, se denominó factor de crecimiento de 

25 queratinocitos. Sc descubrió que el KGF constaba de una sola 
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cadena polipeptidica de aproximadamente 28 kfla. Era un 

potente mitógeno para las cØlulas epiteliales, pero carecla 

de actividad mitogØnica sobre los fibroblastos o las cØlulas 

endoteijales. La microsecuenciación demostró una secuencia 

5 amino-terminal que no contenia homologla significativa con 

niriguna protelna conocida. La liberaci6n de este factor de 

crecimiento por fibroblastos embri6nicos humanos hizo que se 

tuviera en cuenta la posibilidad de que el KGF pudiera jugar 

un papel en la estimulaci6n mesenquimtica de la 

10 proliferación de cØlulas epiteliales normales. En un 

apØndice, Rubin y col. (1989) indicaron que mediante el uso 

de todas las sondas nucleotIdicas basadas en la secuencia N-

terminal publicada en su documento, habIan aislado clones que 

codificaban el KGF y habian encontrado una homologia 

15 estructural significativa entre el KGF y los otros 5 miernbros 

conocidos de la familia del factor de crecimiento de 

fibroblastos (FGF) 

Werner y cal. (1994) evaluaron: la función de KGF en piel 

normal y herida mediante la expresión de un receptor de KGF 

20 dominante negativo (176943) en queratinocitos basales. La 

. piel de los ratones tranegØnicos se caracterizó par atrofia 

epidØrrnica, anormalidades en los foliculos pilosos e 

hiperespesamiento dØrmico. Tras las lesiones cutâneas, la 

inhibiciôn de la sefalizaciôn del receptor de KGF redujo la 

25 velocidad de proliferación de los queratinocitos epidØrmicos 
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en el borde las heridas, retardando sustancialmente la 

reepitelizaciôn de la herida. 

Mattei y cal. (1995) usaron hibridación isotópica in 

situ para localizar Fgt7 en la región F-G del cromosoma 2 del 

5 ratón. Mediante el anlisis del ADN de hIbridos de clulas 

sornticas de humano-roedor con una sonda del exôri 1, Kelley 

y col. (1992) descubrieron que el FGF7 se localiza en el 

cromosoma 15 hurnano. El cromosoma 2 de rat6n presenta una 

region conservada de sintenia con 15q13 -q22. AsI pues, la 

10 mutación humana puede residir en este s–tio. Usando la sonda 

Fgt7 rnurina para hibridaci6n in situ con cromosomas humanos 

� en metafase, Mattei y cal. (1995) encontraron sei5.ales sobre 

el cromosoma 15. Kelley y col. (1992) encontraron una porción 

del gen KGF (compuesta de los exones 2 y 3, el intrón entre 

15 ellos y el segmento 3 -prima no codificante) que se amplificó 

a aproximadamente 16 copias en el genoma humano y se 

distribuy6 a multiples cromosomas. 

Usando una sonda cosmIdica que codificaba el exôn 1 de 

KGF para la hibridaciÆn de fluorescencia in situ, Zimonjic 

20 y col. (1997) asignaron el gen KGF7 a 15q15 -q21.1. AdemÆs, 

las copias de las secuencias semejantes a KGF que se hibridan 

sólo con una sonda cosmidica que codifica los exones 2 y 3 

se localizaron en sitios dispersos del cromosoma 2q21, 9p11, 

9ql2-q13, 18p11, 18qll, 21q11 y 21q21.1. La distribuciôn de 

25 las secuencias semejantes a KGF sugiri6 un papel para el ADN 



.: 

57 

alfoide en su amplificaciôn y dispersion. En chirnpancØ, se 

observaron secuencias semejantes a KGF en cinco sitios 

cromosOmicos, que eran homôlogas a sitios en humano, mientras 

que en gorila se identificó una subserie de cuatro de estos 

S sitios hom1ogos. En orangutan se identificaron dos sitios, 

mientras que en gibón sólo se encontró un sitio. La 

localización cromosórnica de las secuencias de KGF en genomas 

hurnanos y de primates grandes, indicó que la amplificación 

y dispersion se producia en multiples etapas discretas, 

10 produciØndose la duplicaciOn y dispersiOn gØnica inicial de 

KGF en multiples etapas discretas, teniendo lugar la 

duplicaciOn y dispersi6n gØnica de KGF inicial en gibOn e 

implicando loci correspondientes a los cromosomas humanos 15 

y 21. Los hallazgos de Zimonjic y col. (1997) confirmaron el 

15 concepto de una relaciOn evolutiva mÆs prOxima del ser humano 

con el chimpancØ y con los primates y una posible presiOn 

selectiva para la dispersiOn de KGF durante la evoluciOn de 

los primates superiores". 

En una secciOn posterior de este documento SC presenta 

20 una secuericia de aminoâcidos apropiada y una secuencia de 

nucleOtidos apropiada. 

TGF 

Un factor de crecimiento para uso en la presente 

invenciOn puede ser TGF, en particular TGF-fl. 

25 Han presentado ensefianzas de antecedentes de este factor 
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de crecimiento Victor A. McKusick y cal. en 

http://www.ncbi.nlm-nih.gov/Omim. Para facilitar la 

referencia, se ha extraldo la siguente ixiforrnación de esa 

fuente. 

5 "El TGFI3 es un pØptido mültifürxcional que controla la 

proliferaci&i, diferenciaciôn y otras funciones en muchos 

tipos celulares. Se identific6 pôr primera vez par su 

capacidad para causar la transfórmación fenotipica de 

fthroblastos de rata. El TGFI3 es qttImicamente distinto del 

10 TGF. Esencialniente, no tiene ninguna homologla de secuencia 

con el TGFa o con el factor de crecimiento epidØrtnico, del 

cual el THGo es un anÆlogo. Los miernbros de la rnisma familia 

gØnica que el TGF/3 incluyen la inhibina, que inhibe la 

secreción pituitaria de la hormona etimulante del foliculo, 

15 y la sustancia inhibidora de los conductos de Muller, que es 

producida por los testiculos y es responsable de la regresión 

de los conductos de Muller (prirnordio del sistema reproductor 

femenino) en el embri6n del sexo masculino. Muchas cØlulas 

sintetizan TGF/3 y casi todas tienen receptores especificos 

20 para este pØptido. Los TGF a y j3 son clases de factores de 

crecimiento de transformaciOn. El TG ’13 actüa sinØrgicatnente 

cart el TGFQf en la inducciôn de la transforrrtación. TarnbiØn 

actüa coma factor de crecimiento autocrino negativo. Mediante 

la hibridaci6n de cØlulas som.ticas yla hibridación in situ, 

25 Fujii y col. (1985, 1986) asignaron ’’GF13 a 19q13.1 -q13.3 en 
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ci ser humano y al cromosoma 7 en el ratôn. Dickinson y col.  

(1990) localizaron el gen Tgff-1 en el cromosoma 7 del ratón 

Marquardt y col. (1987) determinaron la secuencia do 

aminocidos completa. Dickinson y col. (1990) indicaron que 

S se han localizado altos riiveles de ARNm de TGF/3l yb 

proteinas en el cartliago en desarr1lo, el hueso endocondral 

y membranoso y en la piel, lo quo sugiere un papel en el 

crecimiento y diferenciación de estos tejidos. 

Heldin y col. (1997) discutieron nuevos progresos en la 

10 comprensión de los mecanismos usados por los miernbros do la 

familia TGF-f3 para esciarecer sue efectos en cØlulas diana. 

Las proteinas SM]D median la sefxalizaciôn do TGF/3 para 

regular el crecimierito y la diferenciación celular. 

Stroschein y col. (1999) propusierOn un modelo do regulaci6n 

15 do la sefialización de TGFI6 par SonN, en el que el SonN 

mantiene el estado reprimido de los genes diana de TGFO en 

ausencia de uganda y participa en la regulaci6n de 

retroalimentación negativa de la sefa1izaci6n de TGFI3. Para 

iniciar un mecanismo do retroalimentación negativa que 

20 permita una regulación precisa y cronometrada de la 

sefialización de TGF, el TGFf3 tambiØn induce un aumento do 

la expresiôn do SonN en una fase posterior, que a su vez se 

une a compIejos heteromØricos de SMD y detiene la 

sefial–zaciôn de TGFf3. 

25 IJsando una PCR cuantitativa en 15 casos de distrofia 



Ir 

60 

muscular de Duchemie (DMD) y 13 casos de distrofia muscular 

de Becker (BMD), asi como en 11 pacientes con atrofia 

muscular espinal (SM2) y 16 controles, Bernasconi y col. 

(1995) descubrieron que la expresión de TGF!3l medida por ARNm 

5 era mayor en los pacientes DMD y BIvID que en los controles. 

La fibrosis f us significativamente mÆs notable en DMD que en 

BMD, SMA a en los controles. La proporción de biopsias de 

tejido conjuntivo aument6 progresivamente con la edad en 

pacientes DMD, rnientras que los niveles de TGFj31 alcanzaron 

10 valores m.ximos a los 2 y 6 aos de edad. Bernasconi y col. 

(1995) concluyeron que la expresión de TGFj1 en las primeras 

fases de DMD puede ser critica en la iniciaciôn de la 

fibrosis muscular, y sugirieron que un tratarniento 

antifibrosis podria ralentizar la progresi6n de la 

15 enfermedad, aumentando la utilidad de la terapia gØnica. 

Aunque la transformaciôn del factor f3 del crecimiento juega 

un papel central en la reparación de tejidos, esta citocina 

es, como indican Border y Noble (195), un arma de doble fib 

con potencial tanto terapØutico como patolôgico. El TGF-f3 

20 tarribiØn se ha implicado en la patogØnesis del sindrome de 

� 
insuficiencia respiratoria en adultos (Shenkar y col., 1994), 

y el rii6ri parece ser particularmerite sensible a la 

fibrogØnesis inducida por TGF-f3. El TGF-13 se ha implicado 

coma causa de fibrosis en la mayoria de las formas de 

25 enfermedad renal experimental y humana (Border y Noble, 
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1994) . 

El TGF-fl juega un papel importante en la curaciôn de las 

heridas. Varias afecciones patológicas, tales corno la 

fibrosis pulmonar idiopÆtica, el escieroderma y los 

5 queloides, que comparten la caracteristica de la fibrosis, 

estÆn asociados con un aumento de la expresión de TGF-13-1. 

Para evaluar el papel de TGF-/-1 en la patogØnesis de la 

fibrosis, Clouthier y cal. (1997) usaron un procedimiento de 

estudio transgØnico. Dirigieron la expresiôn de una molØcula 

10 de TGF-f-1 constitutivamente activa al higado, ri–ón y tejido 

adiposo blanco y pardo usando las secuencias reguladoras del 

� 
gen de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa de rata. En lineas 

mi1tiples, la expresi6n dirigida del transgen causó una 

enferinedad fibrótica grave. Se produjo fibrosis heptica con 

15 grados variables de gravedad, dependiendo del nivel de 

expresión del gen de TGF/1. La sobreexpresiôn del transgen 

en rifi6n tarriblØn produjo fibrosis y enfermedad glornerular, 

conduciendo finalmente a una pØrdida cornpleta de la funciôn 

renal. TarnbiØn se observó uropatla obstructiva grave 

20 (hidronefrosis) en varios animales. La expresiôn en tejido 

adiposo 

produjo una reducción drÆstica del tejido adiposo 

blanco corporal total y una reducciôn notable, aunque menos 

grave, del tejido adiposo pardo, produciendo un sIndrome de 

tipo lipodistrôfico. La introducci6n del transgen en la 

25 posiciôn ob/ob suprimió la obesidad caracterIstica de esta 
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tnütaciôn; sin embargo, los ratones mutantes transgØnicos 

desarrollaron una hepatomegalia y una esplenomogalia graves. 

Clouthier y col. (1997) detectaron que la familia de 

condiciones raras conocidas colectivamente como 

5 lipodistrofias va acompaæada en casi todas las formas por 

otras anormalidades, incluyendo higado graso y car&Lomegalia. 

Las anormalidades metab6licas y endocrinas incluyen una 

resistencia a insulina love o grave, hipertrigliceridemia y 

un estado hipermetab6lico. 

10 En un estudio de 170 pares de gemelos del sexo femenino 

(con una edad media de 57,7 afios),, Grainger y cal. (1999) 

demostraron que la concentración de TGF$1 activo rnÆs TGF/1 

latente activable par &cidos estâ sometida predominant emente 

a un control genØtico (con una heredabilidad estimada de 

15 0,54). La localización por SSCP del promotor del gen TGF/31 

identificó 2 polimorfismos do sustituciôn de una sola base. 

Los 2 polirnorfismos (de G par A en la posición -800 pb y de 

C por T en la posición -509 Pb) estn en desequilibria de 

asociación. El polimorfismo -509C-T estaba asociado 

20 significativamente con la concentración en plasma de TGF31 

� activo mÆs TGF!31 latente activable par Æcidos, lo cual 

explicaba el 8,2% de la varianza genØtica aditiva en la 

concentrac–6n. Grainger y cal. (1999) sugirieron, por lo 

tanto, que la predisposición a la ateroscierosis, a 

25 enfermedades óseas a a varias formas de cancer puede estar 
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correlacionada con la presencia de alelos particulares en el 

locus TGF1. 

Crawford y col. (1998) demostraron que la 

trombospondina-1 es respoxisable de una proporciôn 

5 significativa de la activación de TGF/ul in vivo. Las 

ariorrnal–dades histológicas observadas en ratones jóvenes sin 

TGFI1 y sin trombospondina-1 fueron sorprendentemente 

similares en 9 sistemas de 6rganos. En las crIas de tipo 

silvestre podlan inducirse patologias de pulmôn y pancreas 

10 similares a las observadas en los animales sin TGF/1, 

mediante el tratamiento sistØmico con un pØptido que 

bloqueaba la activaciôn de TGF1 por trombospondiria-l. Aunque 

estos órganos producian poco TGF$1 activo en ratones sin 

trornbospondina-1, cuando las crias se trataron con un pØptido 

15 derivado de trombospondina-1 que podia activar el TGFI31, se 

detectó citocina activa in situ, y las anormalidades de 

pulmón y pancreÆticas volvieron al tipo silvestrØ. 

Dubois y col. (1995) demostraron in vitro que el pro-

TGFf1 se escindla por furina para producir una protemna TGF/3]. 

20 biolôgicamente activa. La expresi6n de pro-TGFf1 en cØlulas 

deficientes en furina no producIa TGFI31, mientras que la 

coexpresión de pro-TGFJ31 y furina conducia al procesamiento 

del precursor. Blanchette y col. (1997) demostraron que los 

niveles de ARNm de furina se aumentaban en cØlulas sinoviales 

25 de rata mediante la adición de TGFjl. Este efecto se eliminó 
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mediantejpretratamiento COn actinomicina-D, sugiriendo que 

la regulación era a nivel de la transcripciôn gØnica. El 

tratarniento de sinoviocitos de rata y fibroblastos de rific5n 

con. TGF01 o TGFf32 produjo un aumento del procesamiento de 

5 pro-TGF$1, coma se demuestra por la apariciôn de una banda 

inmunorreactiva de 40 kfla correspondiente a la region pro 

amino-terminal de TGFf31. El tratamiento de estas cØlulas con 

TGF2 produjo un aumento significativo del TGF/31 maduro 

extracelular. Blanchette y cal. (1997) concluyeron que el 

10 TGF$l regula positivamente la expresiOn gØnica de su propia 

enzima convertidora." 

En una secciOn posterior de este docurnento se presenta 

una secuencia de arninoÆcidos apropiada y Un secuencia de 

nucleOtidos apropiada. 

15 CSF 

Un factor de crecimiento para usa en la composiciOn de 

la presente invenci6n puede ser CSF, en particular, GM-CSF. 

Han presentado ense?Ianzas de antecedentes sobre este 

factor de crecimiento Victor A. McKusick y col. en 

20 http://www.ncbi..nlm.nih.gov/Omim. Para facilitar la 

referencia, se ha extraldo la siguiente informaciôn de esa 

fuente. 

"Los factores estimuladores de colonias (CSF) son 

proteinas necesarias para la supez-vivencia, proliferaci6n y 

25 diferenciaciOn de cØlulas progenitoras hematopoyØticas. Sc 
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denominan segün las clulas que estimulan. El CSF de 

macrôfagos se conoce como CSF. El CSF de grariulocitos-

macrófagos (CSF2; tamblØn simbolizado como GMCSF) estirnula 

los dos tipos de cØlulas. EL multi-CSF se corioce como 

5 interleucina-3 (1L3). El CSF de orina hurnana, activo en la 

estimulacin de la formacióri de colonias de granulocitos-

macrófagos por las cØlulas murinas, fue el primer CSF 

purificado hasta la homogeneidaci. Es una glucoproteina de PM 

45.000 y es un homodlmero. Wong y col. (1985) aislaron clones 

10 de ADNc para el GMCSF hurnano. Huebner y col. (1985) asignaron 

el locus GMCSF a 5q21 -q32 por anlisis de hibridos de cØlulas 

� sornt–cas e hibridaciôn in situ. Esta es la rnisrna region que 

la implicada en las deleciones irxterstIciales en el sIridrome 

de Sq y la leuceniia miel6gena aguda. Descubrieron un alelo 

15 de GMCSF parcialmente delecionado y un cromosoma con el 

rnarcador Sq en un linea de cØlulas de leucemia promielocitica 

humana. El gen GMCSF truncado parecla estar en el punto de 

reuniOn para la deleci6n intersticial. Mediante hibridaciOn 

in situ, Le Beau y col. (1986) asignaron FMS a 5q33 y GMCSF 

20 a 5q23 -q31. Los dos genes se delecionaron en el cromosoma Sq-

a partir de cØlulas de mØdula Osea de dos pacientes con 

anemia ref ractaria y del (5) (q15q33, 3). Por el estudio de 

otros casos, concluyeron que el FMS estÆ localizado en la 

banda 5q33.2 o 5q33.3 en lugar de en 5q34 -q35 como se ha 

25 indicado anteriormente. Pettenati y col. (1987) concluyeron 
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q Ti  el rden de loci del centrômero hacia Sqter es CSF2, 

CSFC1 y FMS (164770). Mediante un mapeo de largo intervalo, 

Yang y col. (1988) demostraron que los genes GMCSF e 1L3 

estân separados par aproximadamente 9 kilobases de ADN. Se 

5 disponen en tandem de cabeza a cola con 1L3 en el lado 5 -

prima de GMCSF. Frolova y cal. (1991) identificaron 2 RFLP 

en un segrnento de 70 kb de ADN genómico que incluye estos dos 

genes, asI coma secuencias flanqueantes. Usando estos 

marcadores en estudios del panel del Centre d’Etude du 

10 Polymorphisme Humain (CEPH), estudiaron la asociación con 

varios otros genes expresados en el cromosoma 5. Thangavelu 

y cal. (1992) presentaron un mapa de asociación isica y 

genØtica que inclula 14 genes expresados y varios marcadores 

localizados en la mitad distal del brazo largo del cromosoma 

15 5. Por hibridación de fluorescencia in situ, Le Beau y cal. 

(1993) localizaron el gem CSF2 en 5q31.1. 

Los estreptococos del grupo B (GBS) son los responsables 

de la infecci6n bacteriana mae comün que causa neumonla y 

sepsis en bebØs reciØn riacidos. Las respuestas de los 

20 huØspedes a GBS incluyen la activaciôn de los macrófagos 

� 
alveolares y los leucocitos polimorfonucleares. La 

fagocitosis y la destrucciôn de GBS en los pulmones se 

aumenta par la protelna tensoactiva A, que aumenta la 

fagocitosis y la destrucción mediada por especies reactivas 

25 del oxIgeno. Coma la función de los macrófagos se ye muy 
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influenciada por GMCFS, Le Vine y col. (1999) ensayaron si 

la eliminación de GBS de los pulmones estaba influenciado por 

GMCFS in viva. LOS ratones homocigotos para Un bloqueo del 

gen Cf s2 eliminaron estreptococos del grupo B de los pulmones 

5 ms lentatnente que los ratones de tipo silvestre. La 

expresi6n de GMCSF en el epitelio respiratorio de ratones 

deficientes homocigotos mejor6 la eliminaci6n bacteriana a 

niveles mayores que en los ratones de tipo silvestre. La 

pulverizaciöri aguda de GMCSF a ratones de tipo silvestre 

10 aumentó significativamente la eliminación de GBS a las 24 

horas. En el rat6n hornocigoto ttbloqileadotl, la infecciôn con 

GBS se asoció con un aumento de la infiltraciôn de 

neutrôfilos en los pulmones, mientras que los irifiltrados de 

macrófagos predominaban en los ratones de tipo silvestre, 

15 sugiriendo una anormalidad en la eliminaci{on por macrófagos 

de las bacterias en ausencia de GMCSF. Aunque la fagocitosis 

de GBS no se vio alterada, la producción de radicales 

superôxido y de peróxido de hidrógeno fue notablemente 

deficiente en los macrófagos de ratones homocigotos 

20 ’bloqueados’1 . ’I 

. En una secci6ri posterior de este documento, se presenta 

una secuencia de aminoÆc–dos apropiada y una secuencia de 

nucleôtidos apropiada. 

CHRYSAL IN 

25 Un factor de crecimiento para uso en la composiciôn de 
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la presente invención puede ser Chrysalin. El Chrysalin estÆ 

en desarrollo por Chrysalis Biotechnology Inc. El Chrysalin 

es un peque?xo pØptido (de 12 restos) derivado de la secuencia 

de la trombina. El Chrysalin se describe en el documento EP -

5 A-0328552. 

PROTENAS REGULADAS_POSITIVAMENTE EN LESIONES TISULARES 

De acuerdo con la presente invenciôn, se hace uso de 

protelnas que estÆn reguladas positivamente en un medio de 

tejido dafiado, tal como una herida. 

10 El entorno de tejido daado para el tratamiento puede 

ser una herida crónica, tal como una tilcera dØrmica crOnica. 

� AdernÆs, o como alternativa, el entorno de tejido dafiado 

para el tratarniento puede ser uno o ms de los asociados con 

la degeneración macular relacionada con la edad, ulceración 

15 de la c6rnea, fusi6n de la cornea, slndrome/trastorno/ 

enfermedad del intestino irritable, tilcera gÆstrica, 

insuficiencia renal, neuropatias perifØricas (por ejemplo, 

retinopatia diabØtica), enfermedades neurodegenerativas, 

enfermedades o lesiones Oseas, enfermedades o lesiones del 

20 cartIlago, enfermedades o lesiones musculares, enfermedades 

� 
o lesiones de los tendones, lesiones isquØmicas, enfermedad 

peridontal, psoriasis, penfigoide vesicular, epidermolisis 

vesicular, enfermedad o lesiones de la mØdula espinal. 

Preferibletnente, dicho tejido daflado es una herida, mas 

25 preferiblemente una herida crOnica, tal como un ülcera 
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d&mica cr6nica 

En particular, se hace usa de inhibidores selectivos de 

proteasas que estÆn reguladas positivamente en tin entomb de 

tejido dafiado, tal coma una herida, en particular, un entomb 

S de herida crônica, tal coma ülceras dØrmicas crónicas. A este 

respecto, la composición de la presente invención comprende 

tin agente que se dirige a una a mae de dichas protelnas para 

actuar coma inhibidor contra dicha protelna. 

En otra realización, se usan una o mae de dichas 

10 proteInas en un ensayo para seleccionar agentes que sean 

capaces de irihibir dichas protelnas. Los agentes 

sk identificados despuØs se usan para preparar una composición 

de acuerdo con la presente invención. 

Son ejemplos de protelnas proteasas que estan reguladas 

15 positivamente en un entomb de tejido dailado, tal coma una 

herida, en particular tin entomb de herida crónica, tal coma 

i1ceras dØrmicas crónicas, activadores del plasminôgeno y 

ciertas metal oproteinasas de matriz. Un ejemplo particular 

de. un activador del plasrnin6geno adecuado es el activador del 

20 plasminôgeno de tipo uroquinasa. Son ejemplos particulares 

41 de metaloproteinasas de matriz la metaloproteinasa de matriz 

1, la metaloproteinasa de matriz 2, la metaloproteinasa de 

matriz 3, la metaloproteinasa de matriz 7, la 

metaloproteinasa de matriz 8, la metaloproteinasa de matriz 

25 9, la metaloproteinasa de matriz 10, la metaloproteinasa de 


