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Se proporciona el uso de los TGF-B monoméricos, o sus

|

fragmentos o derivados, como medicamentos. Estos medicamentos

con preferencia comprenden TGF-P monomériceos! o sus fragmentos

0 derivados. Los medicamentos provistos por el uso en la

aceleraciédn de heridas y/o la inhibicién |de formacién de

cicatrices, en la promociédn de regeneraciébén' epitelial, o en

la prevencién y/o tratamiento de trastornos fibréticos.
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PODER GENERAL
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domiciliado en (2) Incubator Building, 48 Grafton
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firmado
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Bogoté,i Colombia

FOR PATENTS AND TRADEMARKS IN ’

COLOMBIA : I

GENERAL POWER OF ATTORNEY
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(1) RENOVO LIMITED

domiciled in (2) Incubator Building, 48 Grafton
Street, Manchester, G'reat Britain.

hereby appoint Dr. Gclermén Castillo Grau andfor
Adriana Castillo-Gibsone andfor Luis Felipe
Castillo-Gibsone ...l ...,
with offices at Carrera 13 No. 37-43, 12" Floor in
Bogota, Colombia as our representatives with
special ample and sufficient power to obtain from

the offices and | Colombian  authorities,
administrative, judicial and police, in first or in
second instance, | Patents of Invention,

registration of Trade or Service Marks, Industrial
Designs, of Commercnal Names and Ensigns, as
well as assngnments extensions, renewals,
changes of names and addresses, registration of
licences of explonatmn and licences of use
referring to said achons who are empowered {0
take before said authorities all of the necessary
steps for the pufposes indicated, to file
applications, to formulate descriptions,
corrections, protests declarations, appeals and

_claims, apply for precauhonary measures, to

accept on our behalf and representation the
assignment of nghts on invention and titles of
invention that may be given to us by any person,
to pay all taxes, quotas and payments
prescribed by law, to receive all the documents
and proceeds glvmg the respective
acquiescence or réceipt, to fulfill any other
requisites to desist'and take in fact any other
measures that may be deemed conductive to the
safeguard of our; interests, and in case
oppositions are presented to intervene as
plaintiff or defendant with all necessary legal
faculties. This power includes the faculties to
receive, desist, compromise, transact, substitute
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Given and signed
England.
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. DECLARACION NOTARIAL
(Individualy
. Alos ... dias del mes de ............... ...de 2007
' comparecio personalmente ante mi, Notario
; Publico elfla sefior(a) .

A quien(es) doy fe de conocer y me consta que
es(son) la(s) persona(s) descrita(s) y firmante(s)
del documento gue precede, declarando ante mi
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El Notario Publico
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El infrascrito Notario certifica; que la(s) firma(s)
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de RENOVO LIMITED
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Comol| hotario [VeintsEs de! Cirodln SH
que otta oopia
| que s8 he presantadd
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GUSTAVO SAMPER RODRIGUEZ
NOTARIO VEINTISEIS

(Corporations)
The undersigned Nota!ry Public certifies: that

The preceeding signature( s) reading ...................

Mqr“z. w.3 'ég‘“':’\
Skwrcv\ o' WW

are authentic; that the' signors at present each fill
the posts of .

|
|
of RENOVO LIMITED

and that they are ellinpowered to execute this
power; and that said company is domiciled in
Manchester, Great Britain

and actually exists and is organized in
accordance with the laws of England and Wales.

All the foregoing facts are known to the Notary
due to his/eer having examlned the respective
documents to which he:‘s-he the Notary, attests.

|
Granted and signed in Manchester, England on
15" February 2008.

Notléry Public
I
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MEDICAMENTS AND PROTEINS.

The present invention relates té the provision of new medicaments. In preferred
embodiments the invention provides medicaments suitable for use in the acceleration of
wourd healing and/or the prevention, reduction or inhibition of scarring. The invention
also provides a method for the acceleration of wound healing and/or the prevention,
reduction or inhibition of scarring. |

|
The Transforming Growth Factor-Betas (TGF-fs) are a family! of cytokines having
diverse biological activities, The TGF-# family comprises five isolforms, TGF-£1, TGF-
32, TGF-B3, TGF-p4, and TGF-£5. |

The TGF-Bs have utility in many different tbempeuﬁc contexts. As a result of the
therapeutic potential of TGF-Ss there is much interest in the pharmalceutical application of
members of the TGF-S family, particularly TGF-gs 1-3. l

1
TGF-B81, TGF-82 and TGF-83 are all known to play crucial roles in the regulation of the
wound healing response. TGF-£ activity may influence the rate of \{vound healing as well

as the extent of scarring that occurs as a result of healing. I

TGF-B1 has uses in the prevention and/or treatment of scleroderma, angiogenesis
disorders, renal disease, osteoporosm bone disease, glomerulonephntls and renal disease.

|
TGF-32 may be used in the treatment of glioma, non-small-cell lung cancer, pai]creas
tumour, solid tumours, colon tumour, ovary tﬁmour, age-related macular degeneration,
ocular injury, oéteoporosis, retinopathy, ulcers, carcinoma, mouth inflammation and
scleroderma. |
TGF-83 may be used in the treatment of fibrotic disorders, pulmonary fibrosis, liver
cirrhosis, scleroderma, angiogenesis disorders, restenosis, édhesions, endometriosis,
ischemic disease, bone and cartilage induction in vitro fertilisation,' oral mucositis, renal

‘ disease, prevention, reduction or inhibition of scarring, enhancement of neuronal




WO 2007/104946 PCT/GB2007/000834
2
reconnection in the peripheral and central nervous system, preventing, reducing or

inhibiting complications of eye surgery (such as LASIK or PRK |surgery) or scarring at
the back of the eye (such as scarring associated with proliferative vitreoretinopathy).

The members of the TGF-f family naturally exist in the form of dimers comprising two
peptide chains. Active TGF-f dimmers have a molecular weight of approximately
25.4kDa. The active TGF-8 dimeric fragment is stabilized by hydrophobic and ionic
interactions, which are further strengthened by an inter-subunit disulfide bridge. It is
generally accepted that the biological activity, and so any therapelatic activity, of TGF-8
family members is elicited solely by the active dimer.

In the light of the above it will be recognised that there is a well-established need to
provide medicaments able to utilise the therapeutic properties of TGF-B family members.
However, despite this well-recognised reqmrement for pharma,ceutlcal compositions
comprising TGF-8 family members there are many acknowledged problems associated
with the manufacture of TGF-gs for therapeutic use.

One of the greatest disadvantages of using TGF-fs as therapeutic agents is that in order to
produce biologically (and so therapeutically) active protein dimelrs using a prokaryotic
host, intensive renaturation to the biologically active dimeric forpn is required. Dimer
formation can significantly extend the timelines of manufacture. This also has important
implications in limiting the therapeutic use of any TGFE-8. i

|
It is an object of the present invention to obviate or mitigate at least some of the problems
associated with prior art pharmaceutical compositions comprising TGE-Ss. In particular it
an object of certain embodiments of the present invention to obviatle or mitigate problems
associated with the use of time-intensive manufacturing approaches used to produce

biologically active dimers of these proteins.

In a first aspect of the invention there is provided a TGF-8 monolmer, or a biologically

active fragment thereof, for use as a medicament.
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The invention is based on the inventors’ very surprising finding that monomeric TGF-Ss
are able to exert biological activities that were previously believed c}mly to be provided by
dimeric TGF-8 proteins. This finding makes possible the use of monomeric TGE-fs in
effective medicaments capable of utilising the biological properties of a selected TGF-3.
As will be immediately appreciated this finding, and hence the present invention, greatly
expands the practical applications in which TGF-fs may be thempeuﬁcally used, through
the reduction of time and cost associated with the manufacture of su.%table medicaments.

The inventors believe that the advantages of medicaments in |accordance with the
invention may be provided by medicaments comprising any monmlneric TGF-B isoform.
Accordingly, except for where the context requires otherwise, references to TGF-8 or
TGF-Bs may be taken to encompass any biologically active monom:eric form of a TGF-8
isoform such as TGF-81, 2, 3, 4 and 5. Preferred monomers suitable for use in the
medicaments of the invention are wild-type TGF-8 monomers (of jany desired isoform).
Preferably monomeric TGF-fs suitable for use in accordance with{the present invention
are selected from the group consisting of TGF-31, TGF-52 and TGPi‘-B3. More preferably
the monomeric TGF-8 is TGF-83, and in a second aspect of the invention there is
provided a TGF-83 monomer, or a biologically active fragment lthereof, for use as a
medicament. It is preferred that TGF-8 monomers to be used in accordance \;vith the
present invention are human TGF-8 monomers. It is preferred that TGF-fs provided in
medicaments in accordance with the present invention should be present in substantially
entirely monomeric form. Monomeric TGF-Bs suitable for use in the medicaments or
methods of the invention may preferably have a molecular wei!ght of approximately

|

12kDa, and more particularly approximately 12.5kDa.

The amino acid residue sequences of the human forms of the TGF-81, TGF-32 and TGF-
33 isoforms are shown as Sequence ID Nos. 1, 2 and 3 respectivclaly, and a monomeric
TGF- comprising any of these sequences, or a biologically active fragment of any of
these sequences, constitutes a preferred monomer for use in accordance with the present
invention. Monomeric TGF-83 (Sequence ID No. 3) constitutes a|particularly preferred

monomer for use in accordance with the various aspects of the present invention.
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Except where the context requires otherwise, references in the present specification to

monomeric TGF-Bs (including references to particular isoforms) ;should be taken also to

encompass biologically active fragments and derivatives of sucl:h monomeric TGF-fs.
Biologically active fragments derivable from Sequence ID Nos. 1 lto 3 represent preferred
fragments for use in the medicaments of the invention, with biologically active fragments

derivable from Seguence ID No. 3 constituting particulaﬂ)!l preferred fragments.

Preferred biologically active fragments may comprise the recepto'r-binding portion of the

selected TGF-8 isoform.

Suitable derivatives of monomeric TGF-Bs that may be utilised |in the medicaments or
methods of the invention include: therapeutically effective pepﬁde derivatives of
monomeric TGF-Bs (or their fragments); therapeutically e#fective fragments or
derivatives comprising or based on the pharmacophore of monomeric TGF-Bs (or their
. fragments); therapeutically effective peptoid derivatives of monomeric TGF-Bs ‘(or their
fragments); therapeutically effective D-amino acid derivatives of monomeric TGF-Bs (of
their fragments); therapeutically effective peptidomimetics based on monomeric TGF-Bs
(or their fragments); therapeutically effective peptide analogues :of monomeric TGF-Bs
(or their fragments); therapeutically effective pseudopeptides based on monomeric TGE-
Bs (or their fragments); therapeutically effective retro-invers!o peptides based on
monomeric TGF-fs (or their fragments); therapeutically effective depsipeptide
derivatives based on monomeric TGF-fs (or their fragments); ther!apeutically effective B-
peptide derivatives based on monomeric TGF-s (or their fragments); and therapeutica.llj
effective retropeptoid derivatives based on monomeric TGF-Bs (or their ffagments).

The inventors have found that monomeric forms of human TGF-83 may be used in the
same way as dimeric TGF-83, for example for the treatment|of fibrotic disorders,

scleroderma, angiogenesis disorders, restenosis, adhesions, endometriosis, ischemic
disease, bone and cartilage induction, in vitro fertilisation, oral mlucositis, renal disease,
prevention, reduction or inhibition of scarmring, enhancement of neuronal reconnection in
the peripheral and central nervous system, preventing, reducing or inhibiting
complications of eye surgery (such as LASIK or PRK surgery), treatment of .cleft lip and
palate, prevention, reduction or inhibition of scarring and accelerated healing of tendons
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and ligaments. Monomeric forms of TGF-83 are also able |to promote epithelial
regeneration at sites of epithelial damage.

'The inventors’ findings also indicate that monomeric forms of TGF—Bl and TGF-82 are
|
able to exert all therapeutic activities associated with the dimeric [forms of these growth

factors. ‘

“Biological activity” in the context of the present invention is preferably measuréd in
vivo. The inventors have found that, in keeping with the ﬁndings[ published in the prior
art, monomeric forms of TGF-8s generally do not exhibit biologic!:al activity as assessed
by in vitro methods. However, in direct contrast to the prior art; beliefs, the inventors
have very surprisingly found that monomeric forms of TGF-8s are able to exert biological
and therapeutic activity in vivo. Accordingly, it will be recogmsec[l that for a monomeric
TGF-8, or a fragment or derivative thereof, to be deemed !biologically active in
accordance with the present invention it is not necessary for the monomeric TGF-8 to
exhibit biological activity measurable by both in vitro and in vivo means, but merely that

it exhibits biological activity that can be measured either in vitro or|in vivo, and preferably

activity that can be measured in vivo.
| |

Suitably, the biological activity of monomeric TGF-gs suitable for fuse in accordance with
the first aspect of the invention may be measured with reference to the known biological
activity of dimers of the given TGF-8. In a preferred embodiment l:aiolo gical activity may
be measured with reference to the ability of a monomer (such as a: monomer of Sequence
ID No. 3) to accelerate wound healing and/or prevent, reduce or inh]ibit scarring.

In the light of the preceding paragraphs, it will be recognised! that medicaments in
accordance with the first or second aspects of the invention are p]articularly suitable for
use in the acceleration of wound healing and/or the prevention, reduction or inhibition of
scarring. Furthermore, medicaments in accordance with the first or second aspects of the

invention are also particularly suitable for use in the promotion of re':-epitheﬁalisation.

\
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Indeed, in an third a.épcct of the invention there is provided the use of a TGF-83
monomer, or a biologically active fragment thereof, in the preparation of a medicament

for use in the acceleration of wound healing and/or the inhibition of scarring.

In a fourth aspect of the invention there is provided use of a TGF-83 monomer, or a
biologically active fragment thereof, in the preparation of a medi cament for use in the

promotion of epithelial regeneration.

b
In a fifth aspect of the invention there is provided the use of a TGFB; monomer, or a

biologically active fragment thereof in the preparation of a medicament for use in the
prevention and/or treatment of a fibrotic disorder. Preferred fibrotic disorders that may be
prevented and/or treated using such medicaments may be selected from the group
consisting of lung fibrosis, liver fibrosis, scleroderma, skin fibrosis, muscle fibrosis,

radiation fibrosis, kidney fibrosis and uterine fibrosis. !

Furthermore, in a sixth aspect of the invention there is provided a method of accelerating
wound healing and/or inhibiting scarring, the method comprising administering to a
patient in need of such treatment a therapeutically effective amount|of a monomeric TGF-
B3, or a fragment thereof. ‘ ‘ .

In an seventh aspect of the invention there is provided a méthod of promoting epithelial
regeneration, the method comprising administering to a patient in need of such treatment

a therapeutically effective amount of a monomeric TGF-£3, or a fragment thereof.
!

In an eighth aspect of the invention there is provided a method! of preventing and/or
treating a fibrotic disorder, the method comprising administering tfo a patient m need of
such prevention and/or treatment a therapeutically effective amou.nt!of a monomeric TGF-
B3, or a fragment thereof, Preferred fibrotic disorders that ma3l be prevented and/or
treated using such methods may be selected from the group consisting of lung fibrosis,
liver fibrosis, scleroderma, skin fibrosis, muscle fibrosis, radiation fibrosis, kjdﬁey

fibrosis and uterine fibrosis

1
|
l
|
!

y
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!

For the purposes of the present invention a therapeutically effective amount of a

monomeric TGF-8, or a fragment thereof, is an amount sufficient to bring about a

required:
i) acceleration in wound healing and/or inhibition of scarriln sor
i) promotion of epithelial regeneration; or

1ii) prevention and/or treatment of a fibrotic disorder.

The extent of acceleration of wound healing and/or inhibition of|scarring, or epithelial
regeneration, or prevention or reduction of fibrosis that may be required will be apparent
to, and indeed may readily be determined by, a clinician responsi‘tlale for the care of the
patient. A suitable assessment of the extent of acceleration of wound healing and/or the
inhibition of scarring, or prdmotion of epithelial regeneration, jor the prevention or
reduction of fibrosis may be determined by the clinician, and may be with reference to

suggested methods of measurement described herein.

Suitable and preferred monomeric TGF-8s for use in accordance with the invention may

be selected with reference to any or all of the considerations described herein.

In the case where it is wished to effect acceléraied wound healing with prevention,
reduction or iphibition of scarﬁng or to effect the prevention or treatment of fibrotic
disorders e.g pulmonary fibrosis, liver cirrhosis, scleroderma, glomerulonephritis, or the
like, it will generally be preferred to use monomeric TGF-83 or %1 suitable biologically
active fragment.

Although the use of monomeric TGF-83 has particularly notable ‘peneﬁts, medicaments

comprising monomeric forms of other TGF-g isoforms also have gréal value,
|

i
1
1
1

For example, medicaments comprising monomeric TGF-g1, or biologically active
fragments thereof, may have uses in the prevention and/or treatment of chronic non
healing wounds e.g. venous ulcers, pressure sores, diabetic uicers, a}ngiogenesis disorders,
renal disease, osteoporosis, bone disease, glomerulonephritis and rénal disease. By way

: |
of example, locally delivered, wild type dimeric TGF-B1 has been shown in animal

N
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models to be a potent stimulator of bone growth and regeue'raﬁon Furthermore,
administration of TGF-B1 has been shown to protect tissues from jschemia-reperfusion
injury, particularly in the brain (following stroke), and in the heart (following coronary
artery occlusion).
| |

Medicaments comprising monomeric TGF-32, or biologically active fragments thereof,
may be used in the treatment of glioma, non-small-cell lung cancer, pahcrcas tumour,
solid tumours, colon tumour, ovary tumour, age-related macular degeneration, ocular
injury, osteoporosis, retinopathy, ulcers, carcinoma, mouth inflasnmation and
scleroderma. By way of example, topical application of wild type dimeric TGF-B2 has
been shown in two clinical trials to accelerate the closure of chronic leg ulcers associated
with venous stasis; and local delivery of recombinant human TGF-82 in animal models

has been shown to promote bone re-growth and regeneration.

Medicaments comprising monomeric TGF-83, or biologically active ;fragments thereof, may
be used in the treatment of wounds (including chronic wounds such as ulcers), scleroderma,
fibrotic disorders e.g. pulmonary fibrosis, liver cirrhosis, kidney fibrosis etc., angiogenesis
disorders, restenosis, adhesions, endometriosis, ischemic disease, | bone. and cartilage
induction, in vifro fertilisation, oral mucositis and renal disease. By way of example, topical
application of wild type, dimeric TGF-B3 has been shown, in animal models and the clinic,
to accelerate the healing rate of chronic, non-healing pressure ulcers; reduce the incidence,
severity, and duration of oral mucositis; and reduce the adverse si!de effects of radiation
gastro-intestinal syndrome resulting from damage to stem cells causé:d by radiotherapy and
chemotherapy during cancer treatment. The inventors’ findings indicate that monomeric
TGF-53 may be used in all of these contexts in order to bring about|the known therapeutic
activities of dimeric TGF-83. , i

!
The ability of certain methods and medicaments of the invention (!such as those utilising
TGF-8 monomers as set out in Sequence ID No. 3) to accelerate the healing of wounds
may be readily appreciated and/or measured with reference to p1:'operﬁes exhibited by |

treated wounds. For present purposes a “treated wound” may be considered to be a
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wound exposed to a therapeutically effective amount of a medicament of the invention, or

which has received treatment in accordance with the methods of the invention.

Acceleration of the healing of treated wounds may be illustrated by an increased rate of
epithelialisation as compared to control wounds. Thus the methods and medicaments of
the invention promote a more rapid re-constitution of a functional epithelial layer over a

wounded area than would otherwise be the case.

Alternatively or additionally, accelerated healing of treated wounds may be illustrated by
decreased width compared to control wounds at comparable tiime points. It will be
appreciated that this reduction in wound width ensures that there ils a relatively faster rate
of wound closure (since there is less width of wound to be closed)|and is indicative of the
ability of such medicaments to accelerate the healing response. Narrower wounds may

result in narrower scars that are aesthetically preferable to wider scars

Accordingly, accelerated wound healing in the context of the present invention should be
taken to encompass any increase in the rate of healing of a h'eatel:ad wound as compared
with the rate of healing occurring in control-treated or untreated v!rounds. Preferably the
acceleration of wound healing may be assessed with respect to either comparison of the
rate of re-epithelialisation achieved in treated and control wounds, or comparison of the
relative width of treated and control wounds at comparable time points. More preferably
accelerated wound healing may be defined as comprising both a.!n increased rate of re-
cpithelialisation and a reduction of wound width compared %o control wounds at

comparable time points.

Preferably the promotion of accelerated wound healing may give rise to a rate of wound
healing that is at least 5%, 10%, 20% or 30% greater than the rate {of healing occurring in
a control or untreated wound. More preferably the promotion |of accelerated wound

healing may give rise to a rate of healing that is at least 40%, 50% or 60% greater than
healing in a control wound. It is even more preferred that promotion of accelerated
wound healing may give rise to a rate of healing that is at least 70‘%‘), 80%, or 90% greater

than that occurring in control wounds, and most preferably the prc?motion of accelerated

\
!

—
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wound healing may give rise to a rate of healing that is at least 100% greater than the rate

occurring in control wounds.

There exist a wide range of wound healing disorders that are characterised, or at least
partially characterised, by inappropriate failure, delay or retardation of the normal wound
healing response. The ability of certain methods and medjcamePts of the invention to
promote accelerated wound healing are thus of utility in the prevention or treatment of

such disorders.

Since certain methods and medicaments of the invention are a‘?le to bring about the
acceleration of wound healing through the promotion of a stimulz‘Lted re-epithelialisation
response (thereby increasing the rate at which the wound closes): it will be appreciated
that these methods and medicaments of the invention are particﬁla.rly advantageous for
treatment of wounds of patients that may otherwise be prone to defective, delayed or
otherwise impaired re-epithelialisation. For example, it is well known that dermal
wounds in the aged exhibit a less-vigorous re-epithelialisation response than do those of
younger individuals. There are also many other conditions or disc"uders in which wound
healing is associated with delayed or otherwise impaired re-epitheli{alisation. For example
patients suffering from diabetes, patients with polypharmacy (for example as a result of
old age), post-menopausal women, patients susceptible to pressurlc injuries {for example
paraplegics), patients with venous disease, clinically obese patients, patients receiving -
chemotherapy, patients receiving radiotherapy, patients receivin‘]g steroid treatment or
immuno-compromised patients may all suffer from wound healling with impaired re-
épithelialisation. In many such cases the lack of a proper re-epithelialisation response
contributes to the development of infections at the wound site, which may in tum
contribute to the formation of chronic wounds such as ulcers. Accordingly it will be
.appreciated that such patients are particularly likely to benefit ﬁ'o;n suitable methods or

medicaments of the invention.

Chronic wounds are perhaps the most important example of disorders associated with a
delayed wound healing response. A wound may be defined as chrolnic if it does not show
any healing tendency within eight weeks of formation when sfubject to appropriate
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(conventional) therapeutic treatment. Well-known examples of chronic wounds include
venous ulcers, diabetic ulcers and decubitus ulcers, however chronic wounds may arise
from otherwise normal acute injuries at any time. Typically chronic wounds may arise as
a result of infection of the wound site, inadequate wound treatmexilt, or as a sequitur of

progressive tissue breakdown caused by venous, arterial, or metabolic vascular disease,

pressure, radiation damage, or tumour.

It will be appreciated that methods and medicaments of £h3 i1nvention capable of
accelerating wound healing may be utilised in the treatment of existing chronic wounds in
order to promote their healing. Such methods and medicaments l'nay promdtc the re-
epithelialisation of chronic wounds, thereby bringing about healing and closure of the
disorder. Preferred methods and medicaments of the invention (sukch as those utilising
monomeric TGF-8 comprising Sequence ID No. 3) may also inhibit scarring associated
with wound healing. The prevention of scarring in such contexts,may be particularly
advantageous since chronic wounds may typically extend over relatively large portions of

a patient’s body.

In addition, or alternatively, to their use in the treatment of existi:ng chronic wounds,
suitable methods and medicaments of the invention may be used to p:;event acute wounds
of patients predisposed to impaired wound healing developing in’jco chronic wounds.
Since suitable methods and medicaments of the invention are able tc;‘) promote epithelial
coverage of the damaged site they are able to reduce the likeh'hood;iof a treated wound
becoming infected. Similarly, this promotion of re-epithelialisation may be of benefit in
the treatment of chronic wounds arising as a result of other conditions such as diabetes or

venous disease.

A further group of patients that may derive particular benefit from the methods and
medicaments of the invention are those in which the immune system ils compromised (for
example patients undergoing chemotherapy or radiotherapy, or those éuﬁ'eﬂng from HIV
infection). It is well recognised that wounds of immunocompromised\ patients, who may

be unable to mount a normal inflammatory response after wounding, tc[nd to be associated
|
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with poor healing outcomes. Such patients may benefit from treatment with suitable

methods and medicaments of the invention.

The ability of medicaments and methods of the invention utilising monomeric TGF-8s
comprising Sequence ID No. 3 to promote accelerated wound hezlaling while preventing,
reducing or inhibiting scarring is also of use in more general cIiniéla.l contexts. Examples
of these further benefits may be considered with reference to the|healing of wounds by
primary, secondary or tertiary intention, as described below.
. t

For the purposes of the present invention, healing by primary intemlion may be considered
to involve the closure by surgical means (such as sutures, adhesive strips or staples) of
opposing edges of a wound. Healing by primary intention is typically employed in the
treatment of surgical incisions or other clean wounds, and is ass.ociaied with minimal
levels of tissue loss. The skilled person will recognise that since suitable medicaments or
methods in accordance with the invention (such as those utilising monomers comprising
Sequence ID No. 3) are capable of reducing wound width they also facilitate the joining
of opposing wound edges, and thus may be beneficial in wound healing by primary
intention. Furthermore, such methods or medicaments may (as described further below)
result in the prevention, reduction or inhibition of scarring that may otherwise occur on
such healing. The inventors believe that treatment in this manner mliay have an impact on
both the macroscopic and microscopic appearance of scars formed l‘Lfrom treated wounds;
macroscopically the scars may be less noticeable and blend with the surrounding skin,

|
microscopically the scars may exhibit a regeneration of a more normal skin structure.

For the purposes of the present invention healmg by seconda.ry intention may be
considered to constitute the closure of wounds by the wound hea.hng process, without
direct surgical intervention. Wounds to be healed by secondary intention may be subject
to continued care (for example the dressing and re-dressing of the wound as well as the
application of suitable medicaments), but it is the natural processes of granulation tissue
forma.tlon and re-eplthehahsatlon that bring about the closure of the wound It will be
appreciated that since preferred medicaments and methods of the invention (such as those

utilising monomers comprising Sequence ID No. 3) are able to increase the rate of re-
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epithelialisation and decrease subsequent scarring as compared to that occurring in
control wounds they have utility in the promotion of wound healing by secondary

intention.

Healing by tertiary intention may be considered to comprise the| surgical closure of a
wound that has previously been left open to allow at least partial granulation tissue
formation and re-epithelialisation. The properties of preferred methods and medicaments
of the invention that make them suitable for use in healing by primary or secondary
intention are also beneficial in the context of promoting wounc‘i healing by tertiary
intention. ' l

The use of preferred methods and medicaments of the invention utilising monomers
comprising Sequence ID No. 3 to stimulate re-epithelialisation (as pgrt of their promotion
of accelerated wound healing) while inhibiting scarring is also particularly effective in the
treatment of wounds associated with grafting procedures. 'Treatmenic ﬁsing such methods
and medicaments of the invention is of benefit both at a graft donor site (where it can aid
the re-establishment of a functional epithelial layer while preventing, reducing or
inhibiting scar formation), and also at graft recipient sites (where thell anti-scarring effects
of the treatment inhibit scar formation, while the accelerated healing promotes integration
of the grafted tissue). The inventors believe that the methods and‘medicaments of the
invention confer advantages in the contexts of grafts utilising skin, all'tiﬁcia.l skin, or skin
substitutes.

The inventors have found that the methods and medicaments of the invention utilising
monomers comprising Sequence ID No. 3 are able to promote accelerated wound healing
with inhibition of scarring when administered either prior to wounding, or once a wound
has already been formed.

The inventors have found that methods or medicaments of the invention utilising

monomeric TGF-@3s, such as those comprising Sequence ID No. |3, are capable of
promoting epithelial regeneration. The promotion of epithelial reger‘neration within the

context of the present invention may be understood to encompass any ‘increase in the rate

|
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of epithelial regeneration as compared to the regeneration occurring in a control-treated or

untreated epithelium.

The rate of epithelial regeneration attained using suitable methods or medicaments in
accordance with the invention may readily be compared with that t?kjng place in control-
treated or untreated epithelia using any suitable model of epithelial iregeneraiion known in
the art. For example, the rate at which sites of experimental epithelial damage having
known areas regenerate may be cbmpared using well known in vz'vo' models in mice, rats,
rabbits or pigs such as those described in Tomlinson and Ferguson (2003), Davidson e al.
(1991) and Paddock ef al. (2003). }‘\

Without wishing to be bound by any hypothesis the inventors belie‘ye that the promotion
of epithelial regeneration achieved by monomeric forms of TGF—B]S is mediated by the
monomers’ promotion of epithelial cell migration. The epithelial cells (the migration of
which has been promoted) are thereby able to re-populate and regenerate the damaged
epithelium more rapidly than occurs in the absence of treatment.

It will be appreciated that promotion of epithelial regeneration using monomers
comprising Sequence ID No. 3 may be of use to induce effective re-epithelialisation in
contexts in which the re-epithelialisation response is impaired, inhibited, retarded or
otherwise defective. Promotion of epithelial regeneration may be also effected to
accelerate the rate of defective or normal epithelial regeneration responses in patients

- suffering from epithelial damage. |

There are many contexts in which the body’s re-epithelialisation response may be

&efective. For example, defective re-epithelialisation in the skin| is associated with

conditions such as pemphigus, Hailey-Hailey disease (familial benign pemphigus), toxic
epidermal necrolysis (TEN)/Lyell’s syndrome, epidermolysis Lullosa, cutaneous
leishmaniasis and actinic keratosis. Defective re-epithelialisation of the lungs may be
associated with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) or interstitial lung disease. Defective
re-epithelialisation of the eye may be associated with conditions such as partial limbal
stem  cell deficiency or comeal erosions. Defective re-epithelialisation of the

gastrointestinal tract or colon may be associated with conditions such as chronic anal
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fissures (fissure in ano), ulcerative colitis or Crohn’s disease, aﬁd other inflammatory

bowel disorders. ]

As has been set out above, certain methods or medicaments in accordance with the present

invention (and particularly those utilising monomers comprising Sequence ID No. 3) are -

able to prevent, reduce or otherwise inhibit scarring. This inhibiﬁém of scarring can be
effected at any body site and any tissue or organ, including the skin; eye, nerves, tendons,
ligaments, muscle, and oral cavity (including the lips and palate), as %vell as internal organs
(such as the liver, heart, brain, abdominal cavity, pelvic cavity, thoracic cavity, guts and
reproductive tissue). In the skin, treatment may improve the macrosclzopic a.nci microscopic
appearance of scars; macroscopically the scars may be less visible and blend with the
surrounding skin, microscopically the collagen fibres within the scar may have morphology
and organisation that is more similar to those in the surrounding slidn. The prevention,
reduction or inhibition of scarring within the context of the present| invention should be
understood to encompass any degree of prevention, reduction or inhibition in scarring as
compared to the level of scarring occurring in a control-treated or untreated wound (as
defined elsewhere in the specification). Except where the oontex!t requires otherwise
references to “prevention”, “reduction” or “inhibition” of scamring may be taken to be

equivalent mechanisms that are all manifested in anti-scarring activity.

The prevention, reduction or inhibition of dermal scarring achieved |using methods and
medicaments of the invention may be assessed and/or measured with reference to either
the microscopic or, preferably, macroscopic appearance of a treated scar as compared to
the appearancé of an untreated scar. More preferably the prcve‘ption, reduction or
inhibition of scarring may be assessed with reference to both‘ macroscopic and
microscopic appearance of a treated scar. For the present purposes a.'l“treated scar’ may
‘be defined as a scar formed on healing of a treated wound, whereas lm “untreated scar”
may be defined as the scar formed on healing of an untreated wound, or a wound treated
with placebo or standard care. Suitable comparison scars may preferglbly be matched to

the treated scar with reference to scar age, site, size and patient.

———
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In considering the macroscopic appearance of a scar resulting fron:|a a treated wound, the

. t
extent of scarring, and hence the magnitude of any prevention, inhibition or reduction in

scarring achieved, may be assessed with reference to any of a number of parameters.

Suitable parameters for the macroscopic assessment of scars may include:

Colour of the scar. As noted above, scars may typically be hypbpigmented or
hyperpigmented with regard to the surrounding skin. Inhibition or reduction
of scarring may be demonstrated when the pigmentation of a treated scar more
closely approximates that of unscarred skin than does thic pigmentation of an
untreated scar. Similarly, scars may be redder than the surrounding skin. In
this case inhibition or reduction of scarring may be demonstrated when the

redness of a treated scar fades earlier, or more completely; or to resemble more

closely the appearance of the surrounding skin, compared to an untreated scar.

Height of the scar. Scars may typically be either raised or depressed as
compared to the surrounding skin. Inhibition or reduction of scarring may be
demonstrated when the height of a treated scar more closely approximates that
of unscarred skin (i.e. is neither raised nor depressed) tha!n does the height of
an untreated scar. |

Surface texture of the scar. Scars may have surfacesll that are relatively
smoother than the surrounding skin (giving rise to aécar with a “shiny”
appearance) or that are rougher than the swrrounding Llan Inhibition or
reduction of scarring may be demonstrated when the surface texture of a
treated scar more closely approximates that of unscarred skin than does the
surface texture of an untreated scar.

Stiffness of the scar. The abnormal composition and struclture of scars means
that they are normally stiffer than the undamaged skin surrounding the scar. In
this case, inhibition or reduction of scarring may be demlonstrated when the
stiffness of a treated scar more closely approximates that of unscarred skin
than does the stiffness of an untreated scar.

V.

Y
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A treated scar will preferably demonstrate prevention, inhibition or reduction of scarring

as assessed with reference to at least one of the parameters for macroscopic assessment

set out above. More preferably a treated scar may demonstrate prevented, inhibited or

reduced scarring with reference to at least two of the parameters, elven more preferably at

least three of the parameters, and most preferably all four of these parameters. An overall

I .
assessment of scarring may be made using, for example, a Visual Analogue Scale or a

digital assessment scale.

Suitable parameters for the microscopic assessment of scars may include:

Thickness of extracellular matrix (ECM) fibres. Scars typically contain
thinner ECM fibres than are found in the surrounding skin. This property is
even more pronounced in the case of keloid and hypertrophic scars. Inhibition
or reduction of scarring may be demonstrated when the thickness of ECM fibres
in a treated scar more closely approximates the thickness of ECM fibres found in
unscarred skin than does the thickness of fibres found in an untreated scar.
Orientation of ECM fibres. ECM fibres found in scars tend to exhibit a greater
degree of alignment with one another than do those fmlmd in unscarred skin
(which have a random orientation frequently referred to as I“basket weave™). The
ECM of pathological scars such as keloids and hypertrophic scars may exhibit
even more anomalous orentations, frequently forming large “swirls” or
“capsules” of ECM molecules. Accordingly, inhibition or% reduction of scarring
may be demonstrated when the orientation of ECM fibres |m a treated scar more
closely approximates the orientation of ECM fibres found 1!n unscarred skin than
does the orientation of such fibres found in an untreated scal'.

ECM composition of the scar. The composition of ECM|molecules present in
scars shows differences from that found in normal skin, with a reduction in the
amount of elastin present in ECM of scars. Thus inhiblition or reduction of
scarring may be demonstrated when the composition of ECM fibres in the dermis
of a treated scar more closely approximates the compésition of such fibres found

in unscarred skin than does the composition found in an untreated scar.

4
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iv)  Cellularity of the scar. Scars tend to contain relatively fewer cells than does
unscarred skin. It will therefore be appreciated that inhibition or reduction of
scarring may be demonstrated when the cellularity of a treated scar more closely
approximates the cellularity of unscarred skin than does the cellularity of an
untreated scar. | |

A treated scar will preferably demonstrate prevention, reduction or|inhibition of scarring
as assessed with reference to at least one of the parameters for microscopic assessment set
out above. More preferably a treated scar may demonstrate prevention, reduction or
inhibition of scarring with reference to at least two of the parameters, even more
preferably at least three of the parameters, and most preferably all four of these

parameters.

Prevention, reduction or inhibition of scarring of a treated wound may further be assessed

with reference to suitable parameters used in the:

i) macroscopic clinical assessment of scars, particularly the lassessment of scars
upon a subject;
i) assessment of photographic images of scars;

iii)  assessment of silicone moulds or positive plaster casts made from silicone

moulds of scars; and
| .
iv)  microscopic assessment of scars, for example by histological analysis of the

. 3 l
microscopic structure of scars.

It will be appreciated that prevention, reduction or inhibition of scarring of a treated
woﬁnd may be indicated by improvement of one or more of such suitable parameters, and
that in the case of prevention, rec_luction or inhibition as assessed WEith reference to a
number of parameters that these parameters may be combined from different assessment
schemes (e.g. reduction, inbibition or improvement in at least one parameter used in

macroscopic assessment and at least one parameter used in microscopic |assf:ssmen’t).

|
|
l
|
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Prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstra*ted by an improvement
in one or more parameters indicating that a treated scar more closely approximates
unscarred skin with reference to the selected parameter(s) than does an untreated or
control scar. '
!

Suitable parameters for the clinical measurement and assessment of scars may be selected
based upon a variety of measures or assessments including those described by Beausang
et al (1998) and van Zuijlen et al (2002).

Typically, suitable parameters may include:

1 Assessment with regard to Visual Analogue Scale (VAS) szfar score.

Prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstrated by a reduction in the
VAS score of a treated scar when compared to a control scar. A suitable VAS for use in
the assessment of scars may be based upon the method described by Beausang et al
(1998). |

2. Scar height, scar width, scar perimeter, scar area or scar volume,

The height and width of scars can be measured directly upon the subject, for éxample by
use of manual measuring devic_;es such as callipers. Scar width, perimeter and area may
be measured either directly on the subject or by image analysis of photographs of the scar.
The skilled person will also be aware of further non-invasive mettllods and devices that
can be used to investigate suitable parameters, iﬁc]uding silicone moulding, ultrasound,

optical three-dimensional profilimetry and high resolution Magnetic Resonance Imaging.

Prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstratedlby a reduction in the
height, width, area or volume, or any combination thereof, of a treated scar as compared

to an untreated scar.

3. Appearance and/or colour of scar compared to surrounding iunscarred skin.
The appearance or colour of a treated scar may be compared to|that of surrounding

unscarred skin, and the differences (if any) compared with the difference between the

/
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appearance and colour of untreated scars and unscarred skin. Such a comparison may be
made on the basis of a visual assessment of the respective scars and unscarred skin. The
appearance of a scar may be compared with unscarred skin with reference to whether the
scar is lighter or darker than the unscarred skin. The respective 'collours of the scars and
skin may be perfectly matched to one another, slightly mJ!smatched, obviously

mismatched or grossly mismatched.

Alternatively or additionally to visual assessment, there are a nur!nber of non-invasive
colourimetry devices which are able to provide data with respect to ‘pigmentation of scars
and unscarred skin, as well as redness of the skin (which may ble an indicator of the
degree of vascularity present in the scar or skin). Exampies of suclh devices include the
Minolta Chronameter CR-200/300; Labscan 600; Dr. Lange Micro Colour; Derma
Spectrometer; laser-Doppler flow meter; and Spectrophotometric intracutaneous Analysis
(SIA) scope.

Prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstrated by a smaller
magnitude of difference between the appearance or colour of tcatec% scars and unscarred

skin than between untreated scars and unscarred skin. ‘

4. Scar distortion and mechanical performance

~ Scar distortion may be assessed by visual comparison of a scar and unscarred skin. A

suitable comparison may classify a selected scar as éausing no djstorltion, mild distortion,
|

moderate distortion or severe distortion. o

The mechanical performance of scars can be assessed using a number of non-invasive
methods and devices based upon suction, pressure, torsion, tension and acoustics. Suitable
examples include of known devices capable of use in assessing mechanical performance
of scars include Indentometer, Cutometer, Reviscometer, Visw-efastic skin analysis,

Dermaflex, Durometer, Dermal Torque Meter, Elastometer.

Prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstrated by a reduction in

distortion caused by treated scars as compared to that caused by untreated scars. It will

G
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also be appreciated that prevention, reduction or inhibition of scarring may be
demonstrated by the mechanical performance of unscarred skin beirllg more similar to that
of treated scars than of untreated scars.

5. Scar contour and scar texture

Scar contour may be investigated by means of visual assessment. Suitable parameters to
consider in such an assessment include whether or not a scar is flush with surrounding
skin, slightly proud, slightly indented, hypertrophic or keloid. The !texture of a scar may
be assessed with reference to the scar’s appearance, and this may aLl,o be undertaken by a
visual assessment as fo whether the scar is, for instance, matt or shiny or has a roughened

or smooth appearance as compared to unscarred skin.

Scar texture may additionally be assessed with reference to whether the scar has the same
texture as unscarred skin (normal texture), is just palpable, firm or hard compared to
unscarred skin. The texture of scars may also be assessed with reference to the Haimilton
scale (described in Crowe et al, 1998).

|

|
In addition to the techmiques set out above, there are a number of non-invasive

profilimetry devices that use optical or mechanical methods fori‘ assessment of scar

’ . 1 .
contour and/or texture. Such assessments may be carried out on the body of the subject
or, for example, on silicone mould impressions of scars, or on positive casts made from

such impressions.

Prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstrated in the event that
treated scars have scar profiles and textures more comparable to unscarred skin than do

untreated scars.

Photographic Assessments
Independent Lay Panel

Photographic assessment of treated and untreated scars may be performed by an
independent lay panel of assessors using standardised and calibrated photographs of the

scars. The scars may be assessed by an independent lay panel to jprovide categorical

2
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ranking data (e.g. that a given treated scar is “better”, “worse” |or “no different™ when
compared to an untreated scar) and quantitative data using a Visual Analogue Scale

(VAS) based upon the method described by Beausang ef a/ (1998). The capture of these

data may make use of suitable software and/or electronic systenll(s) as described in the

applicant’s co-pending patent application.

ExpeﬁPmael
Photographic assessment of treated and untreated scars may altematively or additionally
be performed by a panel of expert assessors using standardmed and calibrated

photographs of the scars to be assessed. The panel of experts may preferably consist of
suitable individuals skilled in the art such as plashc surgeons and scientists of suitable
backgrounds.

Such assessment may provide categorical data, as described above lor with respect to the

comparison of a timecourse of images of selected treated and untreated scars.
Suitable assessments to be made may include:

Identification of the best scar, which for the purposes of the preselnt invention may be

- considered that scar which most closely resembles the surrounding |skin. Once the best

scar has been identified the magnitude of the difference between scars may be considered,
for example is the difference between scars slight or obvious. Further parameters that
may be considered include the earliest time after scar formation at which a difference
between scars may be detected, the time post-formation at which the difference between
scars 1 most obvious (or alternatively the finding that the difference continues after the
last timepoint assessed), as well as considering whether or not the Ibc:tter scar remains

consistently better.

Consideration may also be given to whether or not one scat is consistently redder than the
other, and whether the redness fades over the timepoints considered (01i continues after the
last timepoint) and .if so at what time after scar formation. An expert panel may also
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consider at what time after formation any difference in redness |becomes detectable, as

well as the time post-formation at which the difference in redness is most obvious.

An expert panel may also consider whether or not one of a treated or untreated sca;r 1s
consistently whiter than the other; or whiter than unscarred skin. In the event that a
difference in whiteness is detectable consideration may be given to the time after scar
formation at which the difference may be detected, the time at which the difference is

most obvious, and the time at which the difference disappears.

A further parameter that may be assessed by an expert panei is thJ texture of treated and
untreated scars. In comparing treated and untreated scars the expe'rt panel may consider
which of the scars has the best skin texture, the earliest time after sear formation at which
any difference present may be detected, the time post formation at v\lrhlch any chfference is |

most obvious, and the time at which any difference disappears

Comparison of treated and untreated scars may further assess which of the scars is
narrowest, and which of the scars is shoﬁest. Consideration maylalso be given to the
shape of the scar and the proportion of the scar margin that is distinguishable from the
surrounding skin. As with previously described visual assessments and assessments of

colour the presence, degree and location of hyper-pigmentation may also be considered.

l

I
As noted above, one of the ways in which the quallty of treated and! untreated scars may

be compared is by microscopic assessment. Microscopic assessment of scar quality may
typically be carried out using hlstologlcal sections of scars.| The process of
microscopically assessing and measuring scars may take into consideration categorical

data based on the following suitable parameters:

L. Epidermal restitution. Particular attention may be paid to the degree of restoration of

the rete ridges, and to the thickness of the restored epidermis. '
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2. Angiogenesis and Inflammation. Consideratidn may be given to the number of
blood vessels present, the size of the blood vessels present and evidence of inflammation,
including an assessment of any level of inflammation present.

!
3. Collagen organisation. In assessing collagen organisation reference may be made to
the orientation of collagen fibres present in the scar, the density of such fibres and collagen
fibre thickness in the papillary and reticular dermis.

|
4, Visual analogue scale (VAS) assessment of collagen organi?ation for the papillary
dermis and for the reticular dermis may also provide a useful index of|scar quality. ‘

5. Other features that may be taken into account in assessing thelmicroscopic quality of
scars include elevation or depression of the scar relative to the surro’unding unscarred skin,

and the prominence or visibility of the scar at the normal dermal interface.

6. It will be seen that the assessments described above allow the generation of scar
ranking data which is able to provide an indication as to whether aJ treated scar is better,

worse or no different compared to a control, untreated or other suitable comparator scar.

In addition to categorical data, quantitative data (preferably relating to the above 7
parameters) can be generated using image analysis in combifnation with suitable
visualisation techniques. Examples of suitable visualisation techniques that may be
employed in assessing scar quality are specific histological stains!or immuno-labelling,
wherein the degree of staining or labelling present may be quantitatively determined by

image analysis

Quantitative data may be usefully and readily produced in relation to the following

parameters:
1. Scar width, height, elevation, volume and area.
2. Epithelial thickness and coverage (for example the area of épidermis present in a

scar or the proportion of a wound with epidermal coverage).

3. Number, size, area (i.e. cross-section) and location of blood vessels.
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4, Degree of inflammation, number, location and populations/types of inflammatory
cells present. |

5. Collagen organisation, collagen fibre thickness, collagen fibre density.

Prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstrated by a change in any of
the parameters considered above such that a treated scar more closely resembles

unscarred skin than does a control or untreated scar (or other suitable comparator).

The assessments and parameters discussed are suitable for comparisons of the effects of
peptides or medicaments of the invention as compared to control, ]_:I>1acebo or standard care
treatment in animals or humans. Appropriate statistical tests may be used to analyse
datasets generated from different treatments in order to investigate |significance of results.

Preferably prevention, reduction or inhibition of scarring may|be demonstrated with

reference to more than one parameter. More preferably prevention, reduction or
inhibition of scarring may be demonstrated with reference to both.'a clinical (i.e. observed
on the subject) parameter and a photographic parameter. :Even more prefer.ably
prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstrated with reference to a
clinical parameter, a photographic parameter, and also a microscopic assessment
parameter (for instance a histological parameter). Most preferablly prevention, reduction
or inhibition of scarring may be demonstrated with reference to? a clinical VAS score,
external lay panel VAS score and ranking (from photographic inflagcs) and microscopic

VAS score of the reticular dermis.

The use of suitable methods and medicaments of the invention is able to bring about a

rapid improvement in the cosmetic appearance of an injured arealthus treated. Cosmetic
considerations are important in a number of clinical contéxts, particularly when wounds
are formed at prominent body sites such as the face, neck and hzlnds. Coﬁsequently the
inhibition of scarring (which may preferably be in combination with accelerated wound
healing) at such sites where it is desired to improve the cosrm’atic appearance of scar

. formed represents a preferred embodiment of the invention.

AN
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In addition to its cosmetic impact skin scarring is responsible for a number of deleterious
effects afflicting those suffering from such scarring. For-example, skin scarring may be
associated with reduction of physical and mechanical function, particularly in the case of
contractile scars (such as hypertrophic scars) and/or situations in ‘wbich scars are formed
across joints. In these cases the altered mechanical properties of scarred skin, as opposed
to unscarred skin, and the effects of scar contraction may lead to dramatically restricted
movement of a joint (articulation) so effected. Accordingly it is a| preferred embodiment
that suitable medicaments and methods of the invention be used to prevent, reduce or
inhibit scarring of wounds covering joints of the body (preferlably also accelerating
healing of such wounds). In another preferred embodiment suitable medicaments and
methods of the invention may be used to promote accelerated jwound healing and/or
prevent, reduce or inhibit scarring of wounds at increased risk of forming a contractile

scar.

The extent of scar formation, and hence extent of cosmetic or other impairment that may
be caused by the scar, may also be influenced by factors such as the tension of the site at
which the wound is formed. For examplé, it is known that Sld.l!l under felatively high
tension (such as that extending over the chest, or associated with li‘ncs of tension) may be
prone to formation of more severe scars than at other body sites. Thus in a preferred
embodiment suitable medicaments and methods of the invention rr|13y be used to promote
accelerated wound healing and/or prevent, reduce or inhibit scarring of wounds located at
sites of high skin tension. There are many surgical procedures th{at may be used in scar
revision {o allow realignment of wounds and scars such that theyiare subject to reduced
tension. Probably the best known of these is “Z-plasty” in whjch‘,two V-shaped flaps of
skin are transposed to allow rotation of a line of tension. Thu:s in a more preferred
embodiment such medicaments and methods of the invention] be used to promote
accelerated wound healing and/or prevent, reduce or inhibit scan!'ipg of wounds during

surgical revision of disfiguring scars. '

|

!
Pathological scarring may have more pronounced deleterious eﬁ'eqts than arise even as a

result of relatively severe normal scarring. Common examplesi of pathological scars

include hypertrophic scars and keloids. It is recognised that certain types of wound, or




WO 2007/104946 PCT/GB2007/000834
27
certain individuals may be predisposed to pathological scar formation. For instance

individuals of Afro-Caribbean, Japanese or Mongloid heritage, or those having a familial
history of pathological scarring may be considered to be at increased risk of hypertrophic

scar or keloid formation. Wounds of children, and particularly burns wounds of children,
are also associated with increased hypertrophic scar formation! Accordingly it is a
preferred embodiment of the invention that suitable medicaments zlmd methods be used to
promote accelerated wound healing and/or prevent, reduce or inhibit scarring of wounds

in which there is an increased risk of pathological scar formation. ‘

Although individuals already subject to pathological scarring suffer from a predisposition
to further excessive scar formation it is often clinically necessary to surgically revise
hypertrophic scars or keloids, with an attendant risk of consequential pathological scar
formation. Thus it is a further preferred embodiment of the %nvention that suitable
medicaments and methods be used to promote accelerated wound Ihealing and/or prevent,

reduce or inhibit scarring of wounds produced by surgical revision of pathological scars.
It is recognised that wounds resulting from burns injuries (which Ifor the purposes of the
present invention may be taken also to encompass scalding injuries involving hot liquids
or gasses) may extend over great areas of an individual so afflicted. Accordingly, bumns
may give rise to scar formation covering a large proportion of a i)aﬁent’s body, thereby.
increasing the risk that the scar formed will cover areas of elevate!d cosmetic importance
(such as the face, neck, arms or hands) or of mechanical impo15'tance (particularly the
regions covering or surrounding joints). Burns injuries causéd by hot liquids are
frequently suffered by children (for example as a result of upéetting pans, kettles or the

- like) and, due to the relatively smaller body size of children, are particularly likely to
cause extensive damage over a high proportion of the body area. :It is a further preferred
embodiment of the invention that suitable medicaments and methdds be used to promote
accelerated wound healing and/or prevent, reduce or inhibit scarrir'ig of wounds produced
by burns injuries.

l
|

As noted above, wound healing in response to burns injuries is frequently associated with

I
adverse scarring outcomes, such as the formation of hypertro;}hm scars. A further
o
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consequence of the relatively large size of burns injuries is that they are particularly
susceptible to complications such as infection and desiccation that arise due to lack of a
functional epithelial layer. In the light of the above it will be appreciated that suitable
methods and medicaments of the invention may be used in the treatment of bum injuries
to reduce the level of scarring that occurs as a result of the wound and/or accelerate the re-

constitution of a functional epithelial barrier.

The inventors have found that methods and medicaments of the invention ﬁtilising
monomers such as those comprising Sequence ID No. 3 are{ able to promote re-
epithelialisation. Accordingly such methods and medicaments are particularly effective
in the treatment of all injuﬁes involving damage to an epithelial layer. Such injuries are
exemplified by, but not limited to, injuries to the skin, in which the epidermis is damaged.
It will however be appreciated that such methods and medicamerits of the invention are
also applicable to other types of wounds in which epithelia are damaged, such as injuries
involving the respiratory epithelia, digestive epithelia or epithelia surrounding internal

tissues or organs (such as the epithelia of the peritoneum).

The healing of wounds involving the peritoneum (the epithelial covering of the internal
organs, and/or the interior of the body cavity) may frequently g‘ive rise to adhesions.
Such adhesions are a common sequitur of surgery involving gynaJecological or intestinal
tissues. The inventors believe that the ability of the methods and medicam_ents of the
invention (utilising suitable monomers such as those comprising éequence ID No. 3) to
accelerate the regeneration of the peritoneum while reducing sc:larring may reduce the

incidence of inappropriate attachment of portions of the peritoneum to one another, and

thereby reduce the occurrence of adhesions. Accordingly, the usé of such methods and

medicaments of the invention to prevent the formation of intestinal or gynaecological
adhesions represents a preferred embodiment of the invention. Ilndeed the use of such
methods or medicaments of the invention in the healing of any wounds involving the
peritoneum is a preferred embodiment.

|
The methods or medicaments of the invention may be used prophyiactically, for example

at sites where no wound exists but where a wound that would otherwise give rise to a scar

S
AN
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or chronic wound is to be formed. By way of example medicaments in accordance with
the invention may be administered to sites that are to undergo wounding as a result of
elective procedures (such as surgery), or to sites that are believed to be at elevated risk of
wounding. It may be preferred that the medicaments of the inventilon are administered to
the site around the time of wounding, or immediately prior to the forming of a wound (for
example in the period up to six hours before wounding) or the medicaments may be
administered at an earlier time before wounding (for example up to 48 hours before a
wound is formed). The skilled person will appreciate that the miost preferred times of
administration prior to formation of a wound will be determined with reference to a
number of factors, including the formulation and route of adminisltration of the selected
medicament, the dosage of the medicament to be administered, the size and nature of the
wound to be formed, and the biological status of the patient (whjch, may determined with
reference to factors such as the patient’s age, health, and pre?isposiﬁon to healing

complications or adverse scarring). The prophylactic use of methods and medicaments in

}
accordance with the invention is a preferred embodiment of the invention, and is

|
particularly preferred in the promotion of accelerated wound hea.léng and/or prevention,

reduction or inhibition of scarring in the context of surgical wounds.

The methods and medicaments of the invention are also able to promote accelerated
wound healing and/or inhibited scarring if ac'iministered after a wound has been formed.
It is preferred that such administration should occur as early as possible after formation of
the wound, but agents of the invention are able to promote accelerated wound healing
and/or prevent, reduce or inhibit scarring at any timé up until the healing process has been
completed (i.e. even in the event that a wound has already partialily healed the methods
and medicaments of the invention may be used to promote accellerated wound healing
and/or prevent, reduce or inhibit scarring in respect of the remaining un-healed portion).
It will be appreciated that the “window” in which the methods aﬁd medicaments of the
invention may be used to promote accelerated wound healing ancil/or prevent, reduce or
inhibit scarring is dependent on the nature of the wound in question (including the degree
of damage that has occurred, and the size of the wounded area).i Thus in the case of a
large wound the methods and medicaments of the invention : may be administered

relatively late in the bealing response yet still be able to promote accelerated wound
|

L
)
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healing and/or prevent, reduce or inhibit scarring. The methods a1]1d medicaments of the
invention may, for instance, preferably be administered within the first 24 hours after a
wound is formed, but may still promote accelerated wound healing jand/or prevent, reduce

or inhibit scarring if administered up to ten, or more, days after wounding.

The methods and medicaments of the invention may be administered on one or more
occasions as necessary in order to promote accelerated wound h;ealing and/or prevent,
reduce or inhibit scarring. For instance therapeutically effective amounts of the
medicaments may be administered to a wound as often as required until the healing
process has been completed. By way of example, the medicaments of the invention may
be administered daily or twice daily to a wound for at least the first three days following
the formation of the wound. The inventors have found that rJegim&s involving two
administrations of medicaments of the invention, the first prior to|formation of a wound
and the second after wounding, are particularly beneficial in reducing scar formation.
Preferably such regimes may involve a first administration immediately prior to formation

of a wound and a second administration 24 hours after wounding,
f

Most preferably the methods or medicaments ofr the invention may be administered both
before and after formation of a wound. The inventors hzawe.found| that administration of
the medicaments of the invention immediately prior to the formation of a wound,
followed by daily administration of such agents in the days fcgllowing wounding, is
particularly effective in promoting accelerated wound healing and/or prevent, reduce or
inhibit scarring.
[

For the purposes of the present specification by “agent” or “age!nt of the invention” is
meant biologically or therapeutically active monomeric TGF-b. Such agents may
preferably be wild type monomeric TGF-8s, and more preferabily may be monomeric
TGF-Bs capable of promoting accelerated wound healing and/or| inhibiting scarring, of
which a preferred example comprises the monomer set out in Sequfence ID No. 3. Ttwill
be appreciated that all such agents may be incorporated in medi:caments in accordance

with the invention, and may be used in the methods or uses of the ihventiom

!
|
|
!
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It will be appreciated that the amount of a medicament of the invention that should be
applied to a wound depends on a number of factors such as the biological activity and
bioavailability of the agent present in the medicament, which in|turn depends, among
other factors, on the nature of the agent and the mode of administration of the
medicament. Other factors in determining a suitable therapeutic amount of a medicament

may include:

A) The half-life of the agent in the subject being treated!
B) ~ The specific condition to be treated (e.g. acute wounding or chronic

wounds). ‘ l

C) The age of the subject. ’
The frequency of administration will also be influenced by the ab‘ove-mentioned factors
and particularly the half-life of the chosen agent within the subject being treated.

Generally when medicaments in accordance with the invention arcL: used to treat existing
wounds the medicament should be administered as soon as the wm:md has occurred (or in
the case of wounds that are not immediately apﬁarent, such as thosé at internal body sites,
as soon as the wound has been diagnosed). Therapy with methods or medicaments in
accordance with the invention should continve until the heah;.ng process has been.

accelerated, and/or scarring prevented, reduced or inhibited, to a cﬁlnician’s satisfaction,

Frequency of administration will depend upon the biclogical halfilife of the agent used.
Typically a cream or ointment containing an agent of the|invention should be

administered to a target tissue such that the concentration of thf: agent at a wound is
maintained at a level suitable for having a therapeutic effect. This may require
administration daily or even several times daily. : '

!

Medicaments of the invention, may be administered by any sui:table route capable of
achieving the desired effect of promoting wound healing and/or ﬁreventing, reducing or
inhibiting scarring, but it is preferred that the medicaments be administered locally at a

wound site.
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The inventors have found that the promotion of accelerated wound healing and/or
prevention, reduction or inhibition of scarring may be effected by the administration of an
agent of the invention by injection at the wound site. For msta.nce in the case of dermal
wounds, agents of the invention may be administered by means of intradermal injection.

Thus a preferred medicament in accordance with the invention cjompnses an injectable

solution of an agent of the invention (e.g- for injection around the margins of a site of

epithelial damage or a site likely to be damaged). Suitable formlulauons for use in this

embodiment of the invention are considered below.

Alternatively, or additionally, medicaments of the invention may also be administered in a
topical form to promote accelerated wound healing and/or prlevention, reduction or
- inhibition of scarring. Such administration may be effected as part of the initial and/or

follow up care for the wounded area.

The inventors find that the promotion of accelerated wound healling and/or prevention,
reduction or inhibition of scarring is particularly improved by topical application of an
agent of the invention to a wound (or, in the case of prophylacﬁcl application, to a tissue

Compositions or medicaments containing agents of the invention may take a number of

or site where a wound is to be formed).

different forms depending, in particular on the manner in w}ﬁb:h they are to be used.
Thus, for example, they may be in the form of a liquid, ointmenit, cream, gel, hydrogel,
powder or aerosol. All of such compositions are suitable for topical application to a
wound, which is a preferred means of administering agents of the invention to a subject
(person or animal) in need of treatment.

The agents of the invention may be provided on a sterile dressinglor patch, which may be

I
used to cover a wound or other site of epithelial damage to be treated.
|

It will be appreciated that the vehicle of a composition comprising agents of the invention -
[

should be one that is well tolerated by the patient and allows release of the agent to the

§
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wound. Such a vehicle is preferably biodegradeable, bioresolveable, bioresorbable and/or

non-inflammatory.

Medicaments and compositions comprising agents of the invention may be used in a
number of ways. Thus, for example, a composition may be applied in and/or around a
wound in order to promote accelerated wound healing and/or prevent, reduce or inhibit
scarring. If the composition is to be applied to an *“existing” wound, thf':n' the
pharmaceutically acceptable vehicle will be one which is relatively “mild” i.e. a vehicle
which is biocompatible, biodegradable, bioresolvable and non-inflammatory.

An agent of the invention, or a nucleic acid encoding such an agent (as considered further
below), may be incorporated within a slow or delayed release dewlce Such devices may,
for example, be placed on or inserted under the skin and the agent :or nucleic acid may be
released over days, wecks or even months. Such a device may be particularly useful for
patients (such as those suffering from chronic wounds) that requiﬁe long-term promotion
of accelerated wound healing and/or prevention, reduction or inhibition of scarring. The
devices may be particularly advantageous when used for the administration of an agent or
nucleic acid that would normally require frequent administration (e.g; at least daily
- administration by other routes).
Daily doses of an agent of the invention may be given as a singls!: administration (e.g. a
daily application of a topical formulation or a daily injection). Alt!ernaﬂvely, the agent of
the invention may require administration twice or more times during a day. In a further
alternative, a slow release device may be used to provide optimal doses of an agent of the
invention to a patient without the need to administer repeated doses.
i

In one embodiment a pharmaceutical vehicle for administration of an agent of the
invention may be a liquid aﬁd a suitable pharmaceutical compositiqn would be in the form
of a solution. In another embodiment, the pharmaceutically acceptable vehicle is a solid
and a suitable composition is in the form of a powder or tablet. Ir|1 a further embodiment
the agent of the invention may be formulated as a part of a pharmaceutically acceptéble

transdermal patch.
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A solid vehicle can include one or more substances that may also act as flavouring agents,
lubricants, solubilizers, suspending agents, fillers, glidants, compression aids, binders or
tablet-disintegrating agents; it can also be an encapsulatmg maienal In powders, the
vehicle is a finely divided solid that is in admixture with the ﬁnely divided agent of the
invention. In tablets, the agent of the invention is mixed w1'ch| a vehicle having the
necessary compression properties in suitable proportions and comﬁacted in the shape and
size desired. The powders and tablets preferably contain up to 99% of the agent of the
invention. Suitable solid vehicles include, for example, calcium phosphate, magnesium
stearate, talc, sugars, lactose, dextrin, starch, gelatin, cellulose, poiyvinylpyrrolidine, low

melting waxes and ion exchange resins.

Liquid vehicles may be used in preparing solutions, suspensions, émulsions, SyTups,
elixirs and pressurized compositions. The agent of the invenﬁoln can be dissolved or
suspended in a pharmaceutically acceptable liquid vehicle sucht as water, an organic
solvent, a mixture of both or pharmaceutically acceptable oils or féts. The liquid vehicle
can contain other suitable pharmaceutical additives such as §o|1ubi1izers, emulsifiers,
buffers, preservatives, sweeteners, flavouring agents, suspendilflg agents, thickening
agents, colours, viscosity regulators, stabilizers or osmo-regulalors!. Suitable examples of
liquid vehicles for oral and parenteral administration include watef:r (partially containing
additives as above, e.g. cellulose derivatives, preferably sodium ca‘trboxymethyl cellulose
solution), alcohols (including monchydric alcohols and polyhydric alcohols, e.g. glycols)
and their derivatives, and oils (e.g. fractionated coconut oil and! arachis oil). It méy
generally be preferred that the medicaments or methods of ! the invention utilise
formulations in which monomeric TGF-s, such as TGF-B3, are pirovided in the absence
of alcohols. Such aleohol-free formulations may be particularly preferred for use at
wound sites (or sites whérc wounds are to be formed) due to {heir relatively “mild”
nature. For parenteral administration, the vehicle can also be an csn'ly ester such as ethyl
oleate and isopropyl myristate. Sterile liquid vehicles are useful: in sterile liquid form
compositions for parenteral administration.  The liquid vehicle for pressurized
compositions can be halogenated hydrocarbon or other pharmjéccutically acceptable

i

propellant.
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Liquid pharmaceutical compositions which are sterile solutions lor suspensions can be
utilized by for example, intramuscular, intrathecal, epidural, inh‘ai)eﬂtonea.l, intradermal,
intrastromal (comea) or subcutaneous injection.  Sterile sglutions can also be
administered intravenously. The agent of the invention may be priapared as a sterile solid
composition that may be dissolved or suspended at the time of administration using sterile
water, saline, or other appropriate sterile injectable medium. Vehicles are intended to

include necessary and inert binders, suspending agents, lubricants and preservatives.

In the situation in which it is desired to administer an agent of the invention by meaus of
oral ingestion, it will be appreciated that the chosen agent will preferably be an agent
having an elevated degree of resistance to degradation. For exalmple, the agent of the
invention may be protected (for instance using the techniques described above) so that its
rate of degradation in the digestive tract is reduced. |[

|

Compositions of agents of the invention are suitable to be used foxj' promoting accelerated
wound healing and/or inhibiting scarring in the cornea. Corneal v\:(ounds may result from
trauma to the eye arising as a result of accidental injury (as codsidered above) or as a
result of surgical operations (e.g. laser surgery on the cornea). In this case a preferred
medicament of the invention may be in the form of an eye drop. :
i

Agents of the invention may be used in a range of “internal” wounds (i.e. wounds

occurring within the body, rather than on an external sm'face) Thus for example,

medicaments in accordance with the invention may be formulated for inhalation for use in

wounds arising in the lungs or other respiratory epithelia.

Known procedures, such as those conventionally employed I%y the pharmaceutical
industry (e.g. in vivo experimentation, clinical trials etc), may be used to establish specific
formulations of compositions comprising agents of the invention and precise therapeutic
regimes for administration of such compositions (such as daily dc%see of the active agent

and the frequency of administration). - | {

oL
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A suitable daily dose of an agent in accordance with the invention able to promote
accelerated wound healing and/or prevention, reduction or inhibition of scarring depends
upon a range of factors including (but not limited to) the nature ?f the tissue wounded,
area and/or depth of the wound to be treated, the severity of the wound, and the presence

or absence of factors predisposing to pathological scar or chronic wound formation.

By way of example, the amount of an active agent that may be administered to a. wound
or site of epithelial damage in a single incidence of treatment may preferably be in the
region of 50-200ng/linear cm of wound or cm? epithelial dama;ge (if administered by
injection), or 100-300ng/linear cm of wound or cm?® of epithelial dleage (if administered
topically). ' ‘ l

By way of further example, the pfeferred amount of an active agént to be administered
dai]y‘to a wound or site of epithelial damage may be in the regiox'l of 50ng/linear cm of
wound or cm? epithelial damage (if administered by injection), or 100ng/ linear cm of
wound or cm? epithelial damage (if administered topically). |

By way of example the total amount of an active agent that may btl, administered by local
injection to a wound or site of epithelial damage may be preferably be in the reglon of
50ng/100pL per linear centimetre of wound or cm? epithelial damage, given once a day
for up to three days, thereby pro'viding a total dose of 150ng/1jnea?r centimetre of wound
or cm? epithelial damage. 7 '

In the case of topical application to acute wounds or sites of epithe|1ial damage, a suitable
amount of an active agent may preferably be in the region of 100ng/linear of wound or
em? or epithelial damage, given once a day for up to 3 days, thereby providing a total

dose of 300ng/linear cm of wound or cm? of epithelial damage. E

|
Without detracting from the above, the amount of an agent m: accordance with the
invention required for the treatment of wounds or other sites of %:pithelia.l damage will
typically be within the range of Ipg to 1mg of the agent adminjstered per linear
centimetre of wound or eplthehal damage per 24 hours, although this ﬁgure may be

1
|
l
|
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modified upwards or downwards in response to the factors outlined above. The agent
may preferably be provided in the form of a 1pg/100pL - 1mg/100puL solution of the
agent, and 100uL of such a solution administered per linear centimetre of wound or
epithelial damage over a 24 hour period.

The agent may more preferably be administered as a 10pg/100uL - '1 00pg/100pL solution
W1th 100pL of such a solution admmlstered per linear centimetre bf wound or epithelial

damage over a 24 hour period.

t
|

Most preferably the agent may be administered as a 1ng/100uL —~ lr?OOng/ 100pL solution
with 100uL of such a solution administered per linear centimetre of wound or epithelial

|

Generally, compositions comprising agents of the invention shoultli be formulated such
that when administered to a wound a concentration of the agent of !between 0.79pM and
0.79mM per linear centimetre of wound or epithelial damage is ach.leved Preferably the
0.079mM per linear

damage over a 24 hour period.

agent may be provided at concentrations of between 7.9pM and
centimetre. !

|
An agent of the invention (such as the peptide of Sequence ID No. 3) may be
administered at a concentration of between 0.79pM and 0.79mM. Preferably an agent of
the invention may be administered at a concentration of between 7. 9pM and 0.079mM.
Most preferably an agent of the invention may be administered at a concentration of
between 0.79nM and 0.79uM.

at

|

Purely by way of example an injectable solution containing betwelen 10pg/100puL and
100pg/100pL of an agent of the invention (such as the peptide of Se’iquence ID No. 3) is
suitable for application to promote accelerated dermal wound healing‘ and/or inhibition of
scarring when administered as an intradermal injection and dosed w1th 100pL per linear

cm of wound margin. ' : i
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In the case of a monomeric peptide of Sequence ID No. 3, prefen'cd dosages for
administration to a wound may be in the region of 1ng/100uL~1 OOOng/ 1 OOuL and 100pL
- of such a solution administered per linear cm of wound margin.

Agents of the invention may be used to promote accelerated wound healing and/or
prevent, reduce or inhibit scarring as a monotherapy (e.g. through use of medicaments of
the invention alone). Alternatively the methods or medicaments o% the invention may be
used in combination with other compounds or treatments for the promotion of wound
healing or scar inhibition. Suitable treatments that may be used as parts of such
combination therapies will be well known to those skmed in the art.

The inventors have found that medicaments in accordance with the|present invention, and
particularly those comprising peptides of Sequence ID No. 3 may be advantageously
formulated in the presence of a sugar. This sugar may be a red’ucihg or ﬁon-reducing
sugar and/or a phosphate or phosphonate derivative thereof. Examples of such sugars
may be selected from, but are not limited to, the group compris£ng maltose, mannose,
trehalose, arabinose, mannitol, sucrose, fructose, dextrose and glucose. Preferred sugars
may be selected from the group consisting of maltose and trehalose. Medicaments of the
invention, and particularly those in accordance with this embodiment of the invention,
may preferably have a pH of between 5 and 7. ‘l

It will be apprecia'ted that monomeric TGF-8 peptides may represent favourable agents to
be administered by techniques involving cellular expression of nucleic acid sequences
encoding such molecules. Such methods of cellular expression are particularly suitable
for medical use in which the therapeutic effects of the peptide!s are required over a
prolonged period, for example in contexts where it is desirable to|augment over a period
of time an otherwise defective wound healing response. It is paxz'ticularly preferred that
TGF-8 monomers to be administered via cellular expression comprise peptides defined by
Sequence ID No. 3. Ir

N ;

Many known methods of administering peptide agents of the invention to tissues such as
wounds have the disadvantage that it can be difficult to achieve %su_sta.iﬁed levels of the

A
N
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agent of the invention at the treatment site over the course of even a few days because the
peptide agents may have short half-lives in vivo. The half-lives jof the agents may be

short for a number of reasons which include:

@) Degradation by proteases and the like.
(ii))  Clearance by binding proteins.
(iii) Binding and inhibition of agent activity by extracellular matrix molecules.

Furthermore, agents used to promote accelerated wound heali:lng and/or prevention,
reduction or inhibition of scarring need to be administered in a sﬁr,itable vehicle and are
often provided as a composition comprising the agent and the vehicle. As discussed, such
vehicles are preferably non-inflammatory, biocompatible, bioresorbable and must not
degrade or inactivate the agent (in storage or in use). However, it can often be difficult to

provide a satisfactory vehicle for delivering agents to a tissue with a wound to be treated.

i

f

l
A convenient way in which these problems can be obviated or mitigated is to provide a
therapeutically effective amount of an agent of the invention at an area to be treated by

means of gene therapyf

Due to the degeneracy of the genetic code, it is clear that nucleic ac:jjd sequences encoding
agents suitable for use in accordance with the invention may be Varied or changed without
substantially affecting the sequence of the product encoded thereby, to provide a
functional variant thereof. The sequences of possible nucleic aciés that may be used to
encode peptides defined by Sequence ID Nos. 1 to 3 will be readilyapparent to the skilled
person, and suitable examples are provided as Sequence ID Nos. 4 t07 respectively.
R

Gene therapy delivery systems are highly suitable for achieving !sustained levels of an
agent of the invention at a wound over a longer period of time thzlm is possible for most
conventional delivery systems. Agents of the invention suitable for promoting
accelerated wound healing and/or inhibited scarring may be contin‘!uously expressed from
cells at a wound site that have been transformed with the DNA mc;lecule disclosed in the

ninth aspect of the invention. Therefore, even if the agent of thé invention has a very

L

)
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short half-life in vivo, therapeutically effective amounts of the agent may be continuously
expressed from the treated tissue.

Furthermore, gene therapy delivery systems may be used to provﬁide the DNA molecule
(and thereby the agent of the invention) without the need to use conventional
pharmaceutical vehicles such as those required in ointments or crerzams that are contacted

with the wound.

A suitable gene therapy delivery system is preferably such that| the DNA molecule is
capable of being expressed (when the delivery system is ad.m.in_listered to a patient) to
produce a peptide defined by the group comprising Sequence ID IJ\TOS. 1 to 3. The DNA
molecule may be contained within a suitable vector to form a rei‘comb'mant vector. The
vector may for example be a plasmid, cosmid or phage. Such recombmant vectors are
highly useful in gene therapy delivery systems of the invention for tra.nsformmg cells with

suitable DNA molecules. f

|
Rocombmant vectors may also include other functional elements. Folr instance, recombinant
vectors may be designed such that the vector will autonomously rcphcate in the nucleus of
the cell. In this case, elements which induce DNA replication may be required in the
recombinant vector. Altematively the recombinant vector may be 'designed such that the |
vector and recombinant DNA molecule integrates into the genome |of a cell. In this case
DNA sequences which favour targeted integration (e.g. by homologous recombination) are
desirable, Recombinant vectors may also have DNA coding for genes that may be used as

selectable markers in the cloning process.

The recombinant vector may also further comprise a promoter or regulator to control

expression of the gene as required.

The DNA molecule may (but not necessarily) be one that becomcs incorporated in the

DNA of cells of the sub]oct being treated. Undifferentiated | ceIls may be stably

transformed leading to the production of genetically modified daughter cells. When this is

the case, regulation of expression in the subject may be roquirfed e.g. with specific
t ,
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transcription factors, gene activators or more preferably with inducible promoters which
transcribe the gene in response to a signal specifically found at a wound. Altemaﬁvely, the
delivery system may be designed to favour unstable or transilent transformation of
differentiated cells in the subject being treated. In this instance, rclgulation of expression
may be less important because expression of the DNA molecule will stop when the
transformed cells die or stop expressing the protein (ideally when the promotion of
accelerated wound healing with reduced scarring has been effected).

The delivery system may provide the DNA molecule to a subject without it being
incorporated in a vector. For instance, the DNA molecule may b% incorporated within a
* liposome or virus particle. Alternatively the “naked” DNA molecule may be inserted into
a subject’s cells by a suitable means e.g. direct endocytotic uptake.

The DNA molecule may be transferred to the cells of a subject to be
infection, microinjection, cell fusion, protoplast fusion or ballistic bombardment. For

treated by transfection,

example, transfer may be by ballistic transfection with coated go’ld particles, liposomes
containing the DNA molecule, viral vectors (e.g. adenovirus) and means of providing direct
DNA uptake (e.g. endocytosts) by application of plasmid DNA directly to a wound topically

or by injection.

Cellular expression of the agent of the invention may be by cells at the edge of the
undamaged area surrounding the wound, or may alternatively be iioy cells therapeutically
introduced into the wound (for example cultured endogenous or exogenous cells involved
in the wound healing response).
i

It will be appreciated that cells that are to be introdu@ there!xpeutically to promote
accelerated wound healing and/or prevention, reduction or inhibition of scarring may be
manipulated ex vivo such that they express increased levels of an Iagent of the invention,
and then introduced into the wounded area. Such cells may preferaibly be cells cultured ex
vive for use in the preparation or manufacture of artificial skin o:r skin substitutes to be
used in the prémotion of wound healing. The cells may more pr:eferably be autologous

cells, although it will be appreciated that any suitable cells may be used.

|
i
:.

(&
NS
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Accordingly, in a seventeenth aspect of the invention, there is provided a medicament
comprising cells induced to express an agent of the present invention. Such cells may

preferably express a monomeric TGF-£3. l

The induction of cellular expression of an agent of the inventicln may be effected by
|
means of the incorporation in the cells of nucleic acids causing the expression of agents

suitable for use in accordance with the invention.
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The invention will now be further described by way of examplle with reference to the

following experimental protocols and studies, and the accompanying Figures in which:

Figure 1 illustrates the results of comparison of monomeric and dimeric forms of TGF-33
by SDS-PAGE under both reduced and non-reduced conditions;

Figure 2 sets out the template used for positioning of incisional wounds on experimental

rats; |
i

Figure 3 summarises treatments administered to wound sites of ex;?eﬁmental animals;

Figure 4 shows results of assessment, three days after woundmg, of the appearance of

experimental wounds treated with monomeric or dimeric TGF-83; | \
Figure 5 summarises treatments administered to wound sites of experimental animals;

Figure 6 shows results of assessment, 70 days after wounding,| of the appearance of

experimental scars treated with monomeric or dimeric TGEF-53;

Figure 7 shows representative macroscopic images showing the appearance of

experimental scars 70 days after wounding;

Figure 8 representative microscopic images showing the structure of experimental scars

70 days after wounding

Figure 9 illustrates production of TGF-83 monomers by successfully transformed host
cells; !
?
Figure 10 illustrates generation of dimeric and monomeric TGE- é3 under experimental

protein refolding condltlons, and l
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Figure 11 illustrates isolation of TGF-$3 proteins by ultrafiltration/hydrophobic
interaction chromatography.

Information regarding amino acid or nucleic acid sequences of importance is provided in’
the section “Sequence Information™ (including the amino acid se&uences of the active
fragments of human TGF-8 isoforms suitable for use in accordance !Wi‘th the invention, as
well 2s the sequences of DNA molecules encoding full-length pcyaptides of the TGF-8
isoforms, and DNA encoding the active fragment of wild type TGF-33; and the DNA
sequences of primers used in the generation of cDNA encoding human TGF-8 isoforms

|
|
|
%

suitable for use in accordance with the invention).
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PROTOCOLS AND EXAMPLES

1. METHODOLOGIES FOR THE PRODUCTION, FEFOLD]NG, AND
PURIFICATION OF TGF-8§ MONOMERIC PROTEINS i

1.1 Nucleotide Sequences . - .

DNA sequences encoding full-length TGF-8 proteins are shown as Sequence ID Nos. 4 to
6. Full-length TGF-8 proteins consist of a signal peptide (shown in italics), pro-peptide
(shown in bold) as well as the active fragment (shown in normal [text). The nucleotide
sequence coding for the wild type TGF-8 3 active fragments is shown in Sequence ID No.
7.

1.2 cDNA Generation
Total RNA from a human incisional wound (taken day 5 post-wounding) was treated with
‘DNA-Free’ (Ambion) to remove any contaminating DNA. Using total RNA as a
template, cDNA for each of the three mammalian TGE-B isoforms fi.e., TGF-81, TGF-82
and TGF-83 was generated by Reverse Transcriptase-Polymerase|Chain Reaction (RT-
PCR). The RT-PCR master mix was prepared from Brilliant® QR:T—PCR Core Reagent
Kit, 1-Step (Stratagene). One microgram of RNA was added t(i) 50uL of a solution
containing: One-step QRT-PCR buffer, 0.2mM dNTPs, 3.5mM M;gch, 1uL StrataSeript

reverse transcriptase, TagPolymerse 2.5 units, O.4pM Sense primier (Figure 1), 0.4pM
Anti-Sense primer (as shown in Sequence Information). The reaction was placed in a
thermal cycler (Hybaid PCR Expresses) and run under the following conditions: 30min at
45°C, 10min at 95°C, then 40 cycles of 95°C for 30 sec, 65°C for !1 min and 72°C for 1
min. Final step of 72°C for 10 min. PCR samples were run on 2%(w/v) agarose gels to
verify band size ‘and purified using Wizard PCR Prep Kit (Promega)!

=
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1.3 Construction of Plasmid.

The pET-3d vector used is derived from pBR322 vector and contains a T7 promoter under
LacUVS5 control and an Ampicillin resistant marker gene.

The three TGF-8 isoform ¢DNA. fragments (generated in Section 1.2) were sub-cloned into
PET-3d vectors at the Nco I and Bam HI sites (5’-3 respectively), The resulting lgations

l .
were then transformed into XL10 Gold cells (Stratagene) and colony PCR analysis was

performed to locate clones containing an insert. The final clones were grown up and their
plasmid DNA extracted into water using Qiaprep®Spin Mlmprep Kit {Qiagen). The
plasmids were sequenced and verified using T7 promoter primer (5"-TAA TAC GAC TCA
CTA TAG GG-3’) and T7 terminator primer (5’-GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3’ )

14  Transformation and Cloning;

10uL (50 ng per pl) of plasmid DNA encoding for each of the TGF-g isoforms (from
Section 1.3) was added to 1mL of cold (4°C) competent E.coli BL21 (DE3) pLysS
Singles™ cells (Novagen). After 20 min the cells were heat shocked by incubation for 30
sec at 42°C in a water bath. 100uL of Psi medium was added to th]le cell/plasmid mixture
and shaken at 37°C for 90 min. 50pl and 100ul aliquots were platéd onto LB agar plates
contaim'qg 100 pg/mL Ampicillin (Sigma) and incubated for 18||hours at 37°C. Single
colonies were cultivated and frozen cell stocks generated and stored at -80°C. Plasmid
DNA' was analysed from cells stocks to verify correct transformation.

1.5 Expression.

Ampoules of frozen E.coli cells that transformed with each of the TGF-8 isoforms (from
Section 1.4) were recovered and inoculated into baffled Erlenmelyer flasks, containing
100mL of LB media and 100ug/mL of Ampicillin. The flasks was incubated with shaking,
ovemnight at 37°C. 5mL of this ovemight culture were added to 2-litre Erlenmeyer flasks
(500mL of LB media/amp) and incubated with shaking at 37°C. ZmlL Broth samples were
taken hourly to track growth and TGF-B isoform expression (post—mduchon) Growth was
determined by measuring absorbance on a spectrophometer, at a wavelength of 600nm.
When the absorbance measured 0.6 Abs the cells were induced to express t.he TGF-8
isoforms by the addition of Isopropyl B-D-Thiogalctopyranoside (IPTG, Sigma) to a final

5_7
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concentration of ImM. The cultures were incubated for an additional 4 hours. The 0.5mL of
broth samples were pelleted by centrifugation (10 min 10,000 rpm in a Sorvall Biofuge) and
the supernatant discarded. The pellet was re-suspended in 50pL of Sodium Dodecyl Sulfate
(SDS)-polyacrylamide gel-electrophoresis (PAGE) sample buffer and heated for 10 minutes
in a water bath at 95°C. 10uL samples were loaded onto SDS-PAGE. SDS-PAGE and
Coomassie Blue staining was performed (as described in A.T A.udrews., 1986) using a
Hoefer®Mighty Small SE 245 Dual Gel Caster (Amersham). The gels were 1mm thick and
contained 15% (v/v) polyacrylamide gel.

1.6  Cell Harvesting and Isolation of Inclusion Bodies.

Cells from Section 1.5 were pelleted by centrifuging at 5000g for 10 min at 4°C in a
Hettich Rotina 46R centrifuge with a 4315 Rotor. Cell disruption and recovery of each of
the insoluble (inclusion bodies) TGF-8 isoforms were performed at 4°C. The cells were
suspended in 50mL of 100mM Tris/HCI (Sigma), 10mM EDTA (Sigma) pH 8.3 and were
disrupted by sonication using a Sanjo Soniprep 150. 0.2%(w/w) 'EI‘riton X-100 (Sigma)
was added and the suspension and stirred for one hour. The suspension was centrifuged at
12,000g for 40 min. The pellets were re-éuspended in 50mL of IOIOmMTris/HCI, 10mM
EDTA pH 8.3 at room temperature before being centrifuged for 40 1}1113 at 15,000g.

1.7  Solubilisation of Inclusion bodies !

The pellets from Section 1.6 were re-suspended in 40mL of 8M Urea 1%(w/w) DL-
Dithiothreitol (DTT) and disrupted in a Heidolph Diax 900 homog%niser. The suspension
was covered and left stirring for 1 hour to solubilise the inclusion bcl’dies and reduce TGF-
B isoforms to their denatured monomeric form. The suspensions were then centrifuged at
12,000g for 30 min at 4°C. The supernatants were dialysed to exchange buffer from SM
Urea (ICN Biomedical) to 10%(v/v) acetic acid. The E.coli proteing that were soluble in
the 8M urea precipitate out of solution when the buffer is exchang{ed to 10%(v/v) acetic
acid. 1%(w/v) DTT (Sigma) was added to the suspensions, covered .fand left stirring for 30
min to reduce any disulfide bonds that may have formed betweten TGF-A monomers
during the buffer exchange. The suspensions were centrifuged td sei)arate the soluble and
non-soluble proteins. Samples were taken from Urea so]ubilisation? and buffer exchange

steps (acetic acid soluble and non-soluble niaterial), and then analyséfd using SDS-PAGE.
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1.8  Ultrafiltration
The 10% (v/v) acetic acid material from Section 1.7 underwent ultrafiliration with a
10kDa membrane on a Vivoflow50 (Vivascience). The purpose of| this was to reduce the
volume of 10%(v/v) acetic acid suspension to 3mL and to remove:low molecular weight
proteins (<10kDa).

1.9  Refolding and Purification ‘
The solubilised TGF-g 1, 2 and 3 proteins were first concentrated by ultrafiltration and
then run through a size-exclusion chromatography (SEC) column. The fractions from
SEC containing TGF-8 protein were then pooled and lyophilis'ed, The lyophilised,
monomeric, TGF-B 1, 2 and 3 were solubilised in 8M urea containing 10mM DTT until a
-final concentration of 10mg/mL was achieved.. The TGF-B 1, 2 a:nd 3 protein solutions
were added drop wise, while stitring to re-folding solution (1M 3(-Pyridino)-1-propane
Sulfonate (NDSB-201), 20%(v/v) Dimethyl Sulfoxide (DMSO, Sigma) 2% (w/v) 3-(3-
cholamidopropyl) dimethylammonio-1-propanesulfonate (CHAPS), IM NaCl(Sigma),
1%(w/v) reduced Glutathione (GSH, Sigma),0.05M Trizma®Base (S:gma) pH 9.3 ) until
final concentrations of 0.2mg/ml. TGF-B 1, 2 and 3 proteins lWere achieved. It is
moportant the pH is kept within a range of 9.2-9.4 using concenh'a{,ted NaOH/HCL. The
solution was covered with Parafilm, which was punctured to allow oxidation of the
monomeric proteins and left stirring at 8°C. After 144 hours the sollution was centrifuged
at 15,000g for 40 minutes to remove the precipitate formed and th'e pH was adjusted to
PH 3.5 with glacial acetic acid.
1.10  Purification of Refolded Monomeric Proteins i
The resultant refolded TGF-8 material was then further pur;iﬁcd using standard
chromatographic techniques followed by concentration of the rélevant fractions (i.e.

|
containing monomeric TGF-B proteins) by ultrafiltration prior to charracteﬁsation.
| .

|
|
|

G
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2. IN-VITRO AND IN-YIVO METHODOLOGY FOR THE
CHRACTERISATION AND EVALUATION OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF
MONOMERIC TGF-8 PROTEINS

The TGF-8 monomeric proteins were characterised and evaluated ifor biological activity
via a number of methods including: SDS-PAGE; amino acid sequence analysis (by
LCMS), in-vivo biological activity assay (using rat models of cutaneous wound healing

and scarring described below).

2.1 IN-VITRO CHARACTERISATION OF TGF-8 3 MON(L)MERS
2.1.1 Non-Reducing and Reducing SDS-PAGE analysis of |purified monomeric
TGF-4 3. | ‘

|

1
2.1.1.1 Method |
Purified wild type TGF-33 monomers were assessed by SDS-PAGE tro determine purity and
melecular mass. 3pg of purified TGF-33 monomers (reduced and lnon—reduc:ed samples),
3pg dimeric TGF-£3 positive control (reduced and non-reduced) and}lO},LL Invitrogen Mark
12 molecular weight standards were loaded onto a polyacrylamic}e gel (10%-20%(v/v)
gradient of Acrylamide). Once the electrophoresis was complete th? gel was stained with
Coomassie Blue. [

i
2112 Results l
The results of non-reducing and reducing SDS-PAGE analysis are e shown in Figure 1 and
illustrate that dimeric TGF-83 ran to expected positions on the gel (ll3kDa for reduced as
monomers and 25kDa for the non-reduced samples). The monom?nc TGF-8 ran to the
expected ~13kDa (12.5kDa theoretical) position on the gel for reduced and non-reduced
samples. No additional protein bands were detected by Coomassie Blue Staining, which has
a sensitivity of approximately 1pg of protein.
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2.1.2 Amino Acid Sequence Analysis
2.1.21 Method

50 micro litres of purified monomeric TGF-83 was vacuum dried|and then re-suspended
in 20pl of a solution containing 50mM NHHCO; and 10% (v/v)l Acetonitrile. 20ng of

sequencing grade Trypsin (Promega) was re-suspended in 10pl of kit supplied re-
suspension buffer (Promega) to give a Trypsin concentration of 2pg/ul. This was then
diluted into 50mM NH,HCO; and 10% (v/v) Acetonitrile to give a final trypsin
concentration of 0.2pg/ul. The digestion was performed overnight by the addition of
trypsin in a 1:20 (w/w) ratio of monomeric TGF-33. The digestioxil was quenched by the
addition of formic acid (Fluka) to a final concentration of 0.1% (wifv). The samples were
then diluted to 1pmole/pl the peptides were then analysed by a process of nano-flow RP-
'LCMS (Ultimate system, Dionex online to a Q-ToF2, Micromass)! The chromatography
was performed on a 75um C18 column (LC packings) utilising a! 45 min gradient from
5% acetonitrile to 55% acetonitrile (Romil). The MS analysis took the form of data
dependent analysis where the instrument measured the m/z of peptide ions eluting from
the LC and selecting appropriate ions for MSMS analysis where collisionally induced
decomposition was employed to fragment peptide ions to render sec'luence information.
| | |
2.1.2.2 Results }
The amino acid sequence ana]ysis confirmed that the TGF-33 ‘wiild—type’ monomer had

the expected amino acid sequence (corresponding to Sequence ID I\{o. 3).
. ' B
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2.2  IN-VIVO EVALUATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITY OF TGF-g3
MONOMERS

Data in the literature has demonstrated that dimeric TGF-gs including TGF-83, accelerate
cutaneous healing and reduce scarring following wounding or injury (Shah, M et al 1995).

The following Example investigated the biological effects of monomeric TGF-£3 on

incisional wound healing (3 days post-wounding) and scarring (70‘ days post-wounding)

in adult, male rats. - .
|

%

|
221 The Effect of Monomeric ‘Wild-type’ and Mutated TGF-83 Proteins on

Wound Healing (Day 3 Incisional Wounding).
I

22.1.1 Method .
Male rats (Sprague Dawley) were anaesthetized with Halothane and their backs shaved.

Wounding positions were marked using a standard proprietaxj,!/ template with skin
marking ink as shown in Figure 2. Samples were diluted in lsten'le vehicle buffer
containing 0.25M Maltose (Sigma), 0.002%(v/v) acetic acid and i0.33%(v/v) Isopropyl
Alcohol to concentrations outlined in the Table of Figure 3. Alll samples were filter
sterilised and endotoxin free. Four rats were used for each treatment group. 100uL of
sample from each treatment group (Figure 3) was injected intra-%iennal]y into marked
wound positions A and B (except rats receiving no treatment — “nafve”). At wound
positions A and B full thickness lcm long incisions were made \fwith a No. 11 scalpel
blade. All animals were caged separately. After 24 hours the animj'als received a second
dose of sample. After 3 days wounds were photographed aJIL\d analysed 'using a
macroscopic Visual Analogue Scering system (modified from Beausang, E et al. 1998).
Statistical analysis of the data was performed using Mann Whitney U/Student T tests. A
value of p<0.05 was considered significant.

22.1.2 Results
Incisional wounds were examined after 3 days using macroscopic VAS system (see
Figure 4). On this ten-point scale a score of 0 represents a well-healed wound and a score

of 10 represents a very poorly healed wound. Data shows that:

‘N

%
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Treatment with 50ng/100uL or 100ng/100pL of ‘wild-type” monomeric TGF-83
decreases the VAS score (i.e., improves the macroscopic a{;pearance of wounds)
compared to both no treatment (naive control) and placebo treatmént. Treatment with the
100ng/100pL dose significantly improved (p<0.01) the appearanc[e of wounds compared

to no treatment (naive control). It is surprising to note thatﬂmononlleric Wild-type TGF-8
showed greater effectiveness than did the dimeric form.
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22.2 The Effect of Monomeric ‘Wild-type’ TGF-33 Proteins on Scarring (Day 70

Incisional Wounding).

2.2.2.1 Method
Male rats (Sprague Dawley) were anaesthetized with Halothane alnd their backs shaved.

Wounding positions were marked using a standardised template wthh skin marking ink as
shown in Figure 5. Samples were diluted in sterile vehicle buffer containing 0.25M
Maltose (Sigma), 0.002% (v/v) acetic acid and 0.33% (v/v) |Isopropyl Alcohol to
concentrations outlined in the Table of Figure 5. All samples wc?re filter sterilised and
endotoxin free. Four rats were used for each treatment group. 100uL of sample from each
treatment group (Figure 5) was injected intra-dermally into marked wound positions A
and B (except rats receiving no treatment — “naive”). At wound positions A and B full
thickness 1cm long incisions were made with a No. 11 scalpel blellde. All animals were
caged separately. After 24 hours the animals received a second dose of sample. After 70
days scars were photographed and analysed using a macroscopic Visual Analogue
Scoring system (modified from Beausang, E et al. 1998). Represer%tative examples of the
macroscopic appearance of scars produced as described above are shown in Figure 7.
' |
After macroscopic analysis, the wounds were excised and placed in'éo 10% buffered saline

before being processed for histological assessment into wax blocks. The wax blocks were

cut into Sum serial sections and placed on slides. The slides were}stained with Massons

Trichrome and analysed. Statistical analysis of the data was p%rformed using Mann |

Whitney U/Student T tests. A value of p<0.05 was considered significant.  Representative

examples of the microscopic appearance of scars produced as descriibed above are shown

in Figure 8.

2222 Assessment of Day 70 Incisional wounds using Macroscopic VAS

Incisional wounds were examined after 70 days using a macroscopic VAS system. A
score of 10 indicates a bad scar and a score of 0 is normal skin.| The results of VAS

analysis of the day 70 wounds are summarised in Figure 6. This shows that:

'
t
]
|
.
X
)
|
)
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Monomeric ‘Wild-type’ TGF-83 (at 50ng/100uL and 100ng/100uL doses) reduced
scarring compared to the placebo treated and naive wounds. For ’Iche 100ng/100pL dose
this reduction is statistically significant compared to placebo treated wounds (p<0.01).

Dimeric TGF-83 at 50ng/100uL reduced scarring compared to the placebo treated and

naive wounds. This reduction is statistically significant compared to placebo treated
wounds (p<0.01).
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3. DEVELOPMENT OF PREFERRED CONDITIONS FOR THE
l
PRODUCTION OF BIOLOGICALLY ACTIVE MONOMERS

The inventors investigated whether or not improved methods of generating correctly
folded, biologically active TGF-8 monomers could be established. The following example
is illustrative of the application of the methods of the invention to the re-folding

monomeric of TGF-3 3.

A study was set up to screen re-fold reagents (see 3.12). Then methods of purifying the

|
correctly refolded monomers were investigated (3.13).

!

These studies lead the inventors to realise that improved nfnethods of generating

biologically correctly folded TGF- 8 monomers may be estabiished by following a

method comprising adding solubilised, unfolded monomeric grothh factor to a solution

containing: |
(1) 2-(cylcohexylamino)-ethanesulfonic acid (CHES) or a functional analogue
thereof; and '
(ii) a low molecular weight sulthydryl/disulfide redox system; and

incubating the growth factor in the solution until dimeric biclogically active growth factor

is formed.
EXPERIMENTAL:

3.1 c¢DNA Generation
Total RNA from a human incisional wound (taken day 5 post—wounldjng) was treated with

DNA-Free (Ambion) to remove any contaminating DNA. Using total RNA as a template,
TGF-83 ¢cDNA was generated by Reverse Transciptase-Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR). The RT-PCR master mix was prepared from Bnlliant® QI{IT-PCR Core Reagent
 Kit, 1-Step (Stratagene). One microgram of RNA was added toI 50uL of a solution
containing: One-step QRT-PCR buffer, 0.2mM dNTPs, 3.5mM MgCl,, 1pL StrataScript
reverse transcriptase, Taq Polymerse 2.5 units, 0.4pM Sense primeir (5° GAT ATA CCA
TGG CTT TGG ACA CCA ATT ACT ACT GC 3°), 0.4uM Sense primer (5’-CAG CCG

W
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GAT CCG GTC GAC TCA GCT ACA TTT ACA AGA C 37). Ti]e reaction was placed
. in a thermal cycler (Hybaid PCR Express) and run under the following conditions: 30min
at 45°C, 10min at 95°C, then 40 cycles of 95°C for 30 sec, 65°C for 1 min and 72°C for 1
min. Final step of 72°C for 10 min. PCR samples were run on 2% (w/w) agarose gel to

verify band size and purified using Wizard PCR Prep Kit (Promega).

32 Vector Cloning and Host Cell Transformation.
The pET-24d vector is derived from pBR322 vector and contains a T7 promoter under

LacUVS5 control and a kanamycin resistant marker gene.

The TGF- 3 cDNA fragments (generated in Section 1.1) were digest'ed with 0.75uL of Neol
(New England Biolabs) and 0.75¢L of Bam]1 (New England Biolabs) with 1 X BamH]1
Buffer (New England Biolabs) in a 154L reaction (Nuclease Free Water, Novagen) at 37°C
for 4 hours. One microliter of pET-24d plasmid (Novagen) was djg&st|ed in the same manner.
The digested cDNA and the large plasmid fragment were agarose gel l1;)1.11'iﬁed and recovered

using the SpinPrep Gel DNA extraction kit (Novagen). ' |

The purified ¢DNA and plasmid fragments were ligated using T4 ].igése kit (Novagen). The
ligated cDNA /plasmid was transformed into HMS174 (DE3) (Novagen HMS174 (DE3)
transformation kit). The transformants were selected by plating on Pm'a broth (LB) agar
plates containing 50xg/ml kanamycin (Invitrogen). Three clone%s were selected for
restriction digest and/or expression. _ E

3.3  Clone Screening for Product Expression

Clones were grown in shake flask cultures of half strength ‘Terrific :Broth’ (6g/L phytone
peptone (Becton Dickinson), 12g/L. yeast extract (Becton Dickinsoh), 2g/L glycerol (JT
Baker), 1.16g/L potassium phosphate monobasic (JT Baker), 6.25g/L; potassium phosphate
dibasic (JT Baker), QS to 1 Litre with distilled water) and induced i exponential phase at
ODsgo between 0.65 and 0.85 with 1mM isopropyl beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG).
Post-induction samples were taken 3 hours after the addition of IPTG and analysed by
sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-;PAGE) for product
induction and expression. Clones 1-4 pre/post jnduction sample a]liquots and Mark 12

1
|
|

N
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molecular weight standards (Invitogen- molecular weight range 2.5-200kDa) were run on
NuPAGE® Novex 12% Bis-Tris Gel, 1.0mm (Invitrogen) for approximately 40-50 minutes
at 120milliAmps and 200 Volts and then stained with Coomassie Bllile. A protein whose size

is between 6 and 14.4 kDa (i.e., TGF-8 3 monomer) is clearly induced in each of these

cultures (see Figure 9) with Clone 2 expressing the greatest amount of TGF-8 3 protein.

\



WO 2007/104946 . , PCT/GB2007/000834

58

34  Frozen Cell stock
Clones 1-4 were grown in shake flasks in half strength Terrific|Broth to an ODggp of
approximately 1. and stored as glycerol stocks by the addition of glycerol to 20%(v/v).
1.2mL of broth was aliquoted into 12 x 2mL cryovials (which conta.ilned 0.3mL of glycerol)
and then stored at -70°C. |

35 Sequence Confirmation of TGF-Beta 3 Gene.
Samples of the cultures used for ﬁ'ozen cell stocks were taken before the addition of glycerol

and used for plasmid isolation using a Qiagen MiniPrep Kit. Th? isolated plasmid was
sequenced and verified using a T7 promoter primer (5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG
GG-3’) and a T7 terminator primer (5’-GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3).

|
3.6  Seed Culture. l ‘
As Cione 2 expressed the highest amount of TGF-Beta 3 protein an ampoule of frozen stock
(from Section 3.4) was recovered and inoculated inio a 2 Litre ba:ti}]ed Erlenmeyer flask,

containing 500mL of HySoy medium (12g/L Hy-Soy (Quest Intc1|~naiional), 24g/L. yeast

|
extract(Becton Dickinson), 10g/L NaCl (Sigma) and 10g/L glycerol(Sigma) and 50pg/mL of

kanamycin. The flask was incubated with shaking at 37°C and [200rpm and sampled -

periodically to measure ODssp. When the OD of the culture reached 3.21 UfmL (after 7
hours) the cell broth was used to seed a 150L fermenter (100 L working volume). '

3.7  Fermentation
Nine hundred millilitres of cell broth (from Section 3.6) was used to ﬁoculate al50L
fermenter (WHE) containing 90 L of Batch Culture Media (0.6g/L K;HPO,;, 0.4g/L
KH,HPO, 1.25¢/L NH,SO4, 12g/L HY-Soy, 24¢/L yeast extract and 10g/L glycerol). The

fermentation operating parameters were controlled as follows: temperature set point, 37°C;
pH set point, 7.0 (maintained using 4N ammonium hydroxide and 4N, phosphoric acid), and;
dissolved oxygen (DO) initially calibrated to 100%. The vessel head pressure was 7 psi, and
the agitation and airflow were 200-400rpm with one volume of air ];i)er volume of medium
per minute (vvm or slpm), respectively. DO was maintained aboVeiZO% by adjusting the

fermentation set point parameters in the following priority: Agitation (max 400rpm), aeration

e o — e A & Ao
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(max 1.5 vvm), oxygen supplementation (max 33.3 Ipm), and baollpressme (max 12 psi).
Foaming was controlled with Pluronic L-61 (25% v/v). When the 015 of the culture reached
10U/mL a glycerol feed (50% v/v) was initiated at a flowrate of 45ml/min. When OD
reached 40 U/mL, the cells were induced with the addition of IPTG te 0.2mM final

concentration.

3.8  Harvest
Afier 4 hours post-induction, the fermenter was chilled to 10°Ci and the airflow and

agitation were reduced to 0.3vvm and 100rpm respectively. Foam;a.nd pH controls were
terminated and backpressure was adjusted to 3psi. The cu]tu‘re was harvested by
continuous centrifugation with a Westfalia CSA 8 continuous centrifuge at 10°C. The
centrifuge was operated at 15,000 rpm and a flow rate of 3 litres per min and cell slurries
collécted. I

3.9 Cell Lysis and IB Recovery ‘
The fermentation cell paste (from Section 3.8) was diluted 1:5 with Lysis Buffer (6.1g/L
TrizmaBase(Tris), 3.7g/L ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA), 58.44g/L' NaCl and
10/L Triton X-100, pH 8.0) and re-suspended using a hand held fhomogenizer. The re-
suspended cell paste was passed twice through a high-pressure homogenizer (parameters:
pressure, 10,000 psig; ﬂow rate, 450mL/min; and temperature, 159C). The homogenised
cell lysate was then centrifuged (bucket centrifuge, ﬁxed—angle rotor) at  5,000xg for
20minutes at 4°C. The supernatant was discarded leaving insoluble (inclusion bodies)
"TGF-8 3. The inclusion body (IB) pellet was re-suspended in Wa.léh Buffer (6.1g/L Tris
and 3.72g/L EDTA, pH 8.0) using a hand held homogenizer and c1:entrifuged (5,000x g

1

for 20 minutes at 4°C). .
|
I

3.10 Inclusion Body Solubilization ’

The sediment from Section 3.9 was diluted 1:10 with Solubilization Buffer (6.1g/L Tris,
15.4g/L. DL-dithiothreitol(DTT) and 360.4g/L urea, pH 8.0) and ‘re—suspended using a
hand held homogenizer. The suspension was covered and left stirring for 60-75 minutes,
at room temperature to solubilize the inclusion bodies and rec.;luce TGF-8 3 to its

|
|

8
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monomeric form. The pH of the re-suspended pellet was adjustled to pH 9.4-9.6 with

NaOH/acetic acid before incubation for a second time for 60-75 minutes.

3.11 Clarification/Ultrafiltration and Diafiliration

Solubilized material from Section 3.10 was clarified, concentrated and dia-filtered in a
Tangential Flow Filtration (TFF) system (Millipore). Initial clarification and
concentration was achieved with a pre-conditioned c]ariﬁczition TFF membrane
{Millipore Pellicon 1000kDa, regenerated cellulose, screen V). The clarified TGF-8 3 was
collected in the permeate. Switching to a I_Iltraﬁlﬁation/Diaﬁltrati(lm (UF/DF) membrane
(Millipore Pellicon 5kDa, regenerated cellulose, screen C), the TGF-8 3 was then washed
in 6 diavolumes of Solubilisation Buffer (6.1g/L Tris, 15.4g/L DTT and 360.4g/L urea,

pH 9.5).

3.12 Re-fold Screening Matrix 1
3.12.1 Methodology

TGF-g 3 protein content in the clarified material from Section 1.12 was quantified using
the RC DC™ Protein Assay (BioRad) in conjunction with SDS-PAGE, Coomassie Blue
Staining and dmsitohehy. The TGF-Beta 3 material was diluted into a series of refold
buffers (See Tables 1 and 2). 1mL samples were taken daily overi a 6-day timeline and

analyzed under non-reducing conditions using SDS-PAGE. Sample aliquots and Mark 12

molecular weight standards (Invitogen- molecular weight range 2.5:200kDa) were run on

NuPAGE® Novex 12% Bis-Tris Gels, 1.0mm (Invitrogen) for lapproximately 40-50

minutes at 120milliAmps and 200 Volts. The protem sampl&e were then
electrophorectically transferred to nitrocellulose membrane (Inv1trogen) using a Novex
Blotting apparatus (Invitrogen). The membrane was blocked with 5%(w/v) skimmed milk
powder, 1% (v/v) polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tween Z(J;Sigma) in phosphate
buffered saline (PBS). The membrane was washed (PBS, O.l%év/v) Tween 20) and
incubated for 1 hour in primary antibody (Anti- TGF-8 3, MA!‘B643(R&D gystems)
diluted 1:500 in PBS and 0.1(v/v) Tween 20). Following incubation with the primary
antibody, the nitrocellulose was washed in washing buffer (PBS, 1% (v/v) Tween 20),
The nitrocellulose was then incubated for an additional 1 bour in thle secondary antibody
(Goat anti-mouse 1gG conjugated with alkaline phosphatase (Abcam PO397) diluted

N
3
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1:2000 with PBS, 0.1% (v/v) Tween 20). The membrane was ag[am washed (PBS, 1%
(v/v) Tween 20 before developing with Western Blue Stabilized Substrate for Alkaline
Phosphatase (Promega). |

The MAB 643 antibody detects correctly refolded monomeric and dimeric TGF-Beta 3

species.

3.12.2 Results '

Tables 1 and 2 summarise the results obtained testing refolding of TGF-8 3 under 50

different experimental conditions I

The inventors established that the conditions described below (ie. experimental
conditions 12, 19, 36, 37, 42, 43 and 44) produced correctly refolded dimeric TGF-Beta
3.

1. 0.7M 2-(cylcohexylamino) ethanesulfonic acid (CHTES), 2mM  reduced
glutathione (GSH), 0.4mM oxidised Glutathione (GSSG), 0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH
9.5 at 2-8°C (Experimental condition 12). }

|

|
2, 30mM Taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM GSH, 04mM GSSG,
0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C (Experimental condition 19).

3. 1M NDSB-201, 2mM reduced glutathione (GSH), 2mM :oxidised Glutathione

(GSSG), 0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C (Experimental cozildition 36).

4, 0.7M CHES, 2mM reduced glutathione (GSH), 2mM oxidised Glutathione
(GSSQ), 0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C (Experimental condition 37).

5. 30mM Taurodeoxycholate plus 1M NDSB-221, 2mM ‘reduced glutathione
(GSH), 2mM oxidised Glutathione (GSSG), 0.12mg/mL TGF-Beta! 3, pH 9.5 at 2-8°C
(Experimental condition 42). l

|

!

|
|
|
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6. 30mM Taurodeoxycholate plus 0.7M CHES, 2mM reduced glutathione

(GSH), 2mM oxidised Glutathione (GSSG), 0.12mg/mL TGF—BL|=.ta 3, pH 9.5 at 2-8°C
(Experimental condition 43). ' | '

7. 30mM Taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM }GSH, 2mM GSSG,
0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C (Experimental condition 44).

i
|

By way of example Figure 10 illustrates the effectiveness of Experimental Condition 12.

!
|
|
|
|
1
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Table 1. Re-fold Screening Matrix and Results
Experimenta | Temp | Detergent TGE-Beta3 | GSH | GSSG | | Presence of correctly
1 Condition - . Co conce. conc. | Cone. || folded monomeric
: ‘ ) ‘ TGF-Beta 3 by
) ) Western Blot
. , . N R O (MAB643) analysis
1 2-8°C | 100mM 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM! | None detected
Zwittergent 3-08 I :
2 2-8°C | 40mM 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM [ None detected
Taurocholate |
3 2-8°C | 40mM Big CHAP 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM | | None detected
4 2-8°C | 60mM Hexyl 0.12mg/ml. | 2mM | 0.4mM } None detected
glucopyranoside 1
5 2-8°C | 0.5%(wfv) ASB-14 | 0.12mg/mL. | 2mM ! 0.4mM ' | None detected
6 2-8°C | 0.5%(w#v) 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM ] None detected
DDMAB . !
7 2-8°C | 0.5%(wiv) CTAB 0.12mg/ml. | 2mM | 0.4mM | | None detected
8 2-8°C j 0.2%(w/v) SDS 0.12mg/ml. | 2mM | 0.4mM | | None detected
9 2-8°C | 0.1%(w/v) 0.12mg/ml. | 2mM | C.4mM ' | None detected
' Dodecyl-b-D-
maltoside
10 2-8°C § 0.1%(w/v) Tween | 0.12mg/ml. | 2mM | 0.4mM | | None detected
20
11 2-8°C | IM NDSB-201 0.12mg/ml. | 2mM | 0.4mM | | None detected
12 2-8°C | 0.7M CHES 0.12mg/mL. | 2mM | 0.4mM | | Present
13 2-8°C | 20%(v/v) Sucrose 0.12mg/mL. | 2mM | 0.4mM ! | None detected
14 2-8°C | 20%(v/v) Glycerol | 0.12mg/ml. | 2mM | 0.4mM | | None detected
15 2-8°C | 20mM Zwittergent | 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM ; None detected
3.12+0.5M l
Arginine :
16 2-8°C | 20mM Zwittergent | 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM l None detected
3-08 + 1M NDSB-
221 . |
17 2-8°C | 30mM 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM l None detected
Taurodeoxychelate
+0.5M Asginine l
18 2-3°C | 30mM 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM | | None detected
Taurodeoxycholate :
+ IM NDSB-221
19 2-8°C | 30mM 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM || Present
Taurodeoxycholate
+ 0.7M CHES
20 2-8°C | 0.5M Arpinine 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM || None detected
21 2-8°C | 40mM Octyl- 0.12mg/mL. | 2mM | 0.4mM || None detected
Thioglucopyranosi
de
22 2-8°C | 60mM 0.12mg/ml. | 2mM | 0.4mM || Nonpe detected
Hexylglucopyranos
ide + 0.1%(w/v)
PEG-6000
23 2-8°C | 30% (v/v) Ethanol | 0.12mg/ml. | 2mM | 0.4mM || None detected
24 2-8°C | 20% (v/v) 0.2mg/ml, | 2mM | 0.4mM i None detected
' Isopropyl Alcohol :
25 2-8°C | 30mM 0.12mg/mL. | 2mM None detected

0.4mM \

e —————— e
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Table 2. Re-fold Screening Matrix and Results
, Experimenta’ | Temp | Detergent TGF-Beta 3 | GSH | GSSG | Presence of correctly .
1Condition | - | eonc. | conce. | Cone| | folded monomeric TGF-
4 s ‘. : Beta 3 by Western Blot
. o I R NI P 1o | 1" (MAB643) analysis.
26 2-8°C | 100mM Zwittergent | 0.12mg/ml. | 2mM | 2mM None detected
3-08
27 2-8°C | 40mM Tawrocholate | 0.12mg/mL. | 2mM | 2mM , | Nonc detected
28 2-8°C | 40mM Big CHAP 0.12mg/ml. | 2mM | 2mM | None detected
29 2-8°C | 60mM Hexyl 0.12mg/mL | 2mM | 2mM None detected
glucopyranoside .
30 2-8°C | 0.5%(w/v) ASB-14 0.12mg/mL. | 2mM | 2mM { | None detected
31 2-8°C | 0.5%(w/v) DDMAB | 0.12mg/mL. | 2mM | 2mM | | None detected
32 2-8°C | 0.5%(w/v) CTAB 0.12mg/mL. | 2mM | 2mM | None detected
33 2-8°C | 0.2%(w/) SDS 0.12mg/mL. | 2mM | 2mM ! None detected
34 2-8°C | 0.1%(w/v) Dodecyl- | 0.12mg/mL. | 2mM | 2mM | | None detected
b-D-maltoside !
35 2-8°C | 0.1%{w/v) Tween20 | 0.12mg/ml. | 2mM | 2mM | None detected
36 2-8°C | IM NDSB-201 0.12mg/ml. | 2mM | 2mM | Present
37 2-8°C | 0.7M CHES 0.12mg/ml, | 2mM | 2mM Present
38 2-8°C [ 20%(v/v) Sucrose 0.12mg/ml | 2mM | 2mM None detected
39 2-8°C | 20%(v/v) Glycerol 0.12mg/mL | 2mM | 2mM | | None detected
40 2-8°C | 20mM Zwittergent 3- | 0.12mg/mL. | 2ZmM | 2mM None detected
12 + 0.5M Arginine
41 2-8°C | 20mM Zwittergent 3- | 0.12mg/ml. | 2mM | 2mM | | Noae detected
08 + 1M NDSB-221 E
42 2-8°C | 30mM 0.12mg/ml. | 2mM | 2mM Present
Taurodeoxycholate +
0.5M Arginine :
43 2-8°C | 30mM 0.12mg/mL | 2mM | 2mM Present
Taurodeoxycholate +
1M NDSB-221
44 2-8°C | 30mM 0.12mg/ml. | 2mM | 2mM Present
Taurodeoxycholate + -
0.7M CHES !
45 2-8°C | 0.5M Arginine 0.12mg/mL. | 2mM | 2mM | | None detected
46 2-8°C | 40mM Octyl- 0.12mg/mL | 2mM | 2mM | | None detected
Thioglucopyranoside ‘
47 2-8°C | 60mM 0.12mg/ml. | 2mM | 2mM | | None detected
Hexylglucopyranosid !
e+ 0.1%(w/v) PEG- i
6000 g
48 2-8°C | 30% {v/v) Ethanol 0.12mg/mL. | 2mM | 2mM | | None detected
49 2-8°C | 20% (v/v) Isopropyl | 0.12mg/mL. | 2mM | 2mM | | None detected
Alcohol
50 2-8°C | 30mM 0.2mg/ml. | ZmM | ZmM None detected
Taurodeoxycholate

m@
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3.13 Ultrafiltration/ Hydrophobic Interaction Chromatography.
[ .
The selected refolding solution was concentrated 5 fold by ultrafiltration (the membrane

was a flat-sheet Millipore Pellicon 5kDa, 0.1m2, Regenerated Cellulose, screen). The pH
of the concentrated re-fold material was then adjusted to a pH olf 2.5-2.8 using glacial
acetic acid before being diluted 1:1 in Dilution Buffer (2.72g/L-sodi:um acetate, 264.28g/L
ammonium sulfate, 100g/L acetic acid, and 210.7g/L arginine hydrochloride pH 3.3). A
Butyl Sepharose 4 Fast Flow Column (Amersham, 16cm Bed Heiight) was equilibrated
with four column volumes of Buffer A (2.72g/L sodium acetate, 132.14g/L. ammonium
sulfate and 100g/L acetic acid pH 3.3). The refold material was filtered through 0.22uM
membrane (Millipore Millipak filter) before being loaded onto‘ the Butyl Sepharose
column at a flow rate of 100cm/hr (this flow rate was used throughout procedure). The
column was then washed in Buffer A for four-column volumes. The TGF-Beta 3 proteins
were eluted off the column using Buffer B (2.72g/L sodium acetate, 100g/L acetic acid
and 300g/L ethanol pH 3.3). The first peak, which contains TGE-8 3 proteins in both
monomeric and dimeric forms, was pooled (see Figure 11), prior to separation of the

monomeric proteins.

2N
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Sequence Information

TGF-8 1 (Sequence ID No. 1)
ALDTNYCFSSTEKNCCVRQLYIDFRKDLGWKWIHEFKGYHANFCLGPCPYIWSLDT
QYSKVLALYNQHNPGASAAPCCVPQALEPLPIVYYVGRKPKVEQLéNMIVRSCKCS

TGF-8 2 (Sequence ID No. 2)
ALDAAYCFRNVQDNCCLRPLYIDFKRDLGWKWIHEPKGYNANFCA(%ACP‘YLWSSDT
QHSRVLSLYNTINPEASASPCCVSQDLEPLTILYYIGKTPKIEQLSNMIVKSCKCS

TGF-8 3 (Sequence ID No. 3) .
ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYI DFRQDLGWKWVHEPKGYYANFCSGPCPYLRSADT
THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS
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atgccgeect cegggetgeg gotgeotgetg ctgotgcotac
ctgacgootg goeggocgge cgcgggacta tccacctgca

gtgaagcgga
agcccccega
tacaacagca
gecgactact
tatgacaagt
cgagaagcgg
aagttaaaag
tacctcagea
accggagttg
gceccactget
accggeegee
atggccacce
gacaccaact
gacttecgeca
ttctgecteg
gcectgtaca
ctggagcecgce
aacatgatcg

agcgeatcega
gccaggggga
cccgegaceg
acgccaagga
tcaagcagag
tacctgaace
tggagcagca
accggetgcet
tgeggeagtg
cectgtgacag
gaggtgacct
cgctggagag
attgecttcag
aggacctcgg
ggccctgcec
accagcataa
tgcccathgt
tgcgctectg

ggccatcege
ggtgecgeece
ggtggeeggg
ggtcacccge
tacacacage
cgtgttgcte
cgtggagetg
ggcacccage
gttgagecgt
cagggataac
ggccaccatt
ggcecageat
ctccacggag
ctggaagtgg
ctacatttgg
ceceggygegec
gtactacgtg
caagtgcage

ggccagatce
ggccegetge
gagagtgcag
gtgctaatgg
atatatatgt
tcecgggeag
taccagaaat
gactegecag
ggaggggaaa
acactgcaag
catggecatga
ctgcaaagcet
aagaactget
atccacgagce
agcctggaca
tcggeggege
ggccogoaage
tga

cgctgetgtyg
agactatcga
tgtccaaget
cecgaggecgt
aaccggagce
tggaaacceca
tcttcaacac
agctgegtet
acagcaacaa
agtggttatc
ttgagggett
tggacatcaa
accggecttt
cecggecaccyg
gcgtgeggcea
ccaagggcta
cgcagtacag
cgtgctgegt
ccaaggtgga

DNA encoding full-length TGF-Beta 1 (Sequence ID No. 4), showing signal peptide
(shown in italics), pro-peptide (shown in bold) as well as the active fragment (shown in
normal text)

gctactggtg
catggagctg
gcggctegece
éctcgccctg
dgagcctgag
qaacgaaatc
%tcagagctc
gctgaggete
ﬁtcctggcga
ttttgatgte
Ecgccttagc
cgggttcact
qctgcttctc
ccgagccctyg
gctgtacatt
ccatgccaac
caaggtcctg
5ccgcaggcg
gcagctgtcce

_———— e ——— e
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DNA encoding full-length TGF-Beta 2 (Sequence ID No. 5), sl?ovving signal peptide
(shown in italics), pro-peptide (shown in bold) as well as the active fragment (shown in

ctgtctacct gecageacact cgatatggac cagttcatge gcaagaggat Fgaggcgatc

cgegggeaga
gaggaagtce
aaggogages
aaggaggttt
ttotacagac
tecaatttgg
cctgaacaac
cagcgctaca
gatgtaactg
ataagcttac
aaaagtgaag
ggtgatcaga
ctgctaatgt
cgtgetttgg
ctttacattg
aatgccaact
agggtcctga
tcccaagatt
cagctttcta

tectgageaa
ccccggaggt
ggagggegge
acanaataga

actacttaag
tgaaagcaga
ggattgaget
tegacagcaa
atgetgttea
actgtccctg
aactagaaga
aaactataaa
tattgoecote
atgcggecta
atttcaagag
tctgtgctgg
gcttatataa
tagaacctct
atatgattgt

gctgaagete
gatttceate
ecgectgegag
catgcegece
aattgttcga
gtteagagto
atatcagatt
agttgtgaaa
tgaatggett
ctgcactttt
aagatttgea
gtecactagyg
ctacagactt
ttgctttaga
ggatctaggg
agcatgececg
taccataaat
aaccattctc
aaagtcttge

accagtooca
tacaacagca
cgcgagagga
ttettecect
tttgacgtct
tttegtttge
ctcaagtoca
acaagagcag
cacoataaag
gtaccatcta
ggtattgatg
azaaaaaaca
gagtcacaac
aatgtgcagg
tggaaatgga
tatttatgga
ccagaagcecat
tactacattg
aaatgcagcet

cagaagacta
ccagggactt
gcgacgaaga
cogaagecat
cagcaatgga
agaacccaaa
aagatttaac
aaggcegaatg
acaggaacct
atnattacat
gecacctecac
gtgggaagac
agaccaaccg
ataattgctg
tacacgaacc
gttcagacac
ctgcttctee
gcaaaacacc
aa

qcctgagccc
gotcoaggag
dtactacgco
éccgcccact
gaagaatgct
agccagagtg
ﬁtctccaacc
gotetactte
gggatttaaa
datcocaaat
ﬁtataccagt
cccacatotc
gcggaagaag
cctacgtcca
qaaagggtac
Ecagcacagc
ttgctgegtg
caagattgaa

PCT/GB2007/000834
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atgaagatgc
agectectote
gaagecatta
gtgatgacce
gaggagatge
tatgccaaag
gcoctgtetgeo
aaaaatagaa
tetaagogga
gcoaaacago
tectttgaty
ctagaaatca
aacattcacyg
cgtggagate
atgatgatte
gctttggaca
tacattgact
gccaacttct
gtgctgggac
caggacctgg
cteteccaaca

acttgcaaag
tgtecacttg
ggggacagat
acgtccoecta
atggggagag
aaatccataa
ctaaaggaat
ccaacctatt
atgagcagag
gctatatcegg
tecactgacac
gcattcaectyg
aggtgatgga
tggggegect
ccocacaceg
ccaattactg
teccgacagga
gctcaggece
tgtacaacac
ageccecctgac
tggtggtgaa

ggctctggtyg
caccaccttg

cttgagcaag
toaggtcctg
ggaggaagge
attegacatg
tacctecaag
ccgagcagaa
gatcgagcte
tggcaagaat
tgtgcgtgag
tecaatgtcac
aatcaaattc
caagaagcoag
gctegacaac
cttcecgcaac
tctgggetgg
ttgcccatac
tctgaaccct
catcctgtac
gtcttgtaaa

69

gtectggece
gacttcggee
ctcaggctea
geectttaca
tgcacccagg
atocagggge
gtttteeget
ttecegggtct
ttccagatcoe
ctgcccacae
tggctgtiga
acctttcage
aaaggcegtgg
aaggatcace
cogggecagy
ttggaggaga
aagtgggtec
ctccgeagtg
gaagcatctg
tatgttggga
tgtagctga

tgctgaactt
acatcaagaa
ccagooocea
acagcacccg
aaaacaccga
tggcggagea
tecaatgtgta
tgegggtgeo
tteggecaga
ggggcactge
gaagagagte
ccaatggaga
acaatgagga
acaacccteca
ggggteagag
actgctgtgt
atgaacctaa
cagacacaac
cctegecttg
ggacecccaa

%gccacggtc
gaagagggtg
Fgagccaacg
qgagctgctg
gtoggaatae
éaacgaactg
cteagtggag
qaaccccagc
tgagcacatt
cgagtggctg
(?aacttaggt
?atcctggaa
tgaccatgga
Ectaatcctc
gaagaagogg
gcgeccccte
gggctactat
ccacagcacg
qtgcgtgccc
ﬁgtggagcag

PCT/GB2007/000834

DNA encoding full-length TGF-Beta 3 (Sequence ID No. 6), showing signal peptide
(shown in italics), pro-peptide (shown in bold) as well as the active fragment (shown in

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200

(
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Sequence ID No. 7 — DNA encoding active fragment of wild-type human TGF-33

GCT TTG GAC ACC AAT TAC TGC TTC CGC AAC TTG GAG GAG AAC TGC
TGT GTG CGC CCC CTC TAC ATT GAC TTC CGA CAG GAT CTG GGC TGG
AAG TGG GTC CAT GAA CCT AAG GGC TAC TAT GCC AAC TTC TGC TCA
GGC CCT TGC CCA TAC CTC CGC AGT GCA GAC ACA ACC CAC AGC ACG
GTG CTG GGA CTG TAC AAC ACT CTG AAC CCT GAA QCA TCT GCC TCG
.
CCT TGC TGC GTG CCC CAG GAC CTG GAG CCC CTG ACCATC CTG TACTAT
GTT GGG AGG ACC CCC AAA GTG GAG CAG CTC TCC }i\AC ATG GTG GTG
AAG TCT TGT AAA TGT AGC I

Sense and Antisense Primers for the cDNA Generation of TGIj‘-Bet_é 1, TGF-Beta 2
and TGF-Beta 3: ' E

TGF-Beta 1 \
Sense primer -5 GTT ACA CCA TGG CCC TGG ACA CCA AC’I; ATT 3’
Anti-Sense primer-3> CAG CCG GAT CCG GTC GACTCA GCTGCACTT 5’

I
TGF-Beta 2 l
Sense primer-5’ GTT ACA CCA TGG CTT TGG ATG CGG CCT ATT

|
Anti-Sense primer-3’ CAG CCG GAT CC G GTC GAC TCA GCT | GCATITGYS
!

TGF-Beta3 | |
Sense primer -5’ GAT ATA CCA TGG CTT TGG ACA CCA ATT|ACT ACT GC 3'

Anti-Sense primer-5* CAG CCG GAT CCG GTC GAC TCA GCT ACA TTT ACA AGA
c3

b
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CLAIMS
1. A TGF-8 monomer, or a biologically active fragment or derivative thereof, for use

as a medicament.

2. A TGF-$83 monomer, or a biologically active fragment or derivative thereof, for

use as a medicament.

3. The use according to claim 1 or claim 2, wherein the T?F-B monomer has a

molecular weight of approximately 12kDa. |
I

4. The use according to claim 2 or claim 3, in the preparatiox% of a medicament for

use in the acceleration of wound healing and/or the inhibition of scarring.

s. The use according to any of claims 2 to 4, wherein the "FGF-.83 monomer, or
fragment or derivative, is a wild type TGF-£3 monomer comprising Sequence ID No. 3,

or a biologicalty active fragment or derivative thereof.

1
6. The use according to claim 4 or claim 5, wherein the wound I1s a dermal wound.
|
7. The use according to claim 4 or claim 5, wherein the wound is an eye wound.
8. The use according to any of claims 4 to 7, wherein the wound is an acute wound.
9. The use according to claim 8, wherein the wound is a burn.

10. The use according to any of claims 4 to 7, wherein the wouncli is a chronic wound.
|

I

11.  The use according to claim 2 or claim 3, in the preparation of a medicament for

use in the promotion of epithelial regeneration.
i
|

12. The use according to claim 11, wherein the epithelium compr'ises the epidermis.
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¢
13.  The use according to claim 11, wherein the epithelium comprises an epithelium of
the eye.

14.  The use according to claim 2 or claim 3, in the preparation of a medicament for

use in the prevention and/or treatment of a fibrotic disorder.

15. The use according to claim 14, wherejn the fibrotic disordelrr is selected from the
group consisting of lung fibrosis, liver fibrosis, scleroderma, skin fibrosis, muscle

fibrosis, radiation fibrosis, kidney fibrosis, ocular fibrosis and uteringe fibrosis.

16. The use according to any preceding claim, wherein the INONOMmET, oF biologically
active fragment or derivative thereof is provided at a concentration of between 0.78pM
and 0.78mM.

17.  The use according to any preceding claim, wherein the medicament has a pH of

approximately 5 to 7.

18. The use according to any preceding claim, wherein; the medicament is
|

substantially free from alcohol.

19.  The use according to any preceding claim, wherein the |TGF-8 monomer, or
biologically active fragment or derivative thereof, is folded into its biologically active
form by a method comprisiﬁg adding solubilised, unfolded monomeric TGF-§ (or
fragment or derivative thereof) to a solution contaimng:

(i) 2-(cylcohexylamino)-ethanesulfonic acid (CHES) or d functional analogue

thereof; and : l |

(ii) a low molecular weight sulthydryl/disulfide redox systerﬁ; and
incubating the TGF-8 in the solution until biologically active monomeric TGF-§ is
formed.
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20. A method of accelerating wound healing and/or inhibiting scarring, the method
comprising administering to a patient in need of such treatment a th]erapeutically effective

amount of 2 monomeric TGF-8 or a biologically active fragment or derivative thereof.

21. A method according to claim 20, wherein the TGF-83 monomer, or fragment, is a
wild type TGF-83 monomer comprising Sequence ID No. 3, or a biologically active
fragment or derivative thereof.

22. A method according to claim 20 or claim 21, wherein the wound is a dermal
wound.

23. A method according to claim 20 or claim 21, wherein the wound is an eye wound.

|
|
|
|
|
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Figure 1. Comparison of Monomeric TGF-Beta 3 With Dimeric TGF-Beta 3 by
SDS-PAGE (Coomassie Blue stained)

Track|Sample Concentratiorll
loaded per track
1 |Monomeric TGF-Beta 3 3ug
Dimeric TGF-Beta 3 3ug
3 |Invitrogen Mark 12 molecular 10pg
weight standards

l
%
|

Non-Reduced Conditions Reduced Conditions

1 2 113 31 kDa

Y
W e

21.25kDa 21.25kDa

J4— 144kDa
6 kDa

d€— 144kDa
Y 4— 6kDa
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Figure 3 Wound Site Treatment.
Group | Treatment/sample Concentration
(ng/100pL)
A Monomeric ‘Wild-type® | 50
TGF-Beta 3
B Monomeric ‘Wild-type’ | 100
TGF-Beta 3 , I
G TGF-Beta 3 ‘Wild-type’ | 50 '
Dimer
H 0.25 M Maltose (Placebo | N/A ‘
control)
I Naive (no treatment | N/A
control)
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Figure 4. Day 3 Mean (* SD) Macroscore for Inmsuonal wounds (A
and B) Treated with Monomeric and Dimeric ‘Wlld-type

TGF-Beta 3.

|

Mean VAS score
[4]

Treatment

B TGF-Beta 3 'Wild-Type' Monomer
{50ng/100pl)

TGF-Beta 3 'Wild-Type' Monomer
(100ng/f00u1)

B TGF-Beta 3 "'Wild-type' Dimer
(50ng/100upl)

m0.25M h.l'laltose {Placebo)
!

B Naive

** Significantly increased healing compared to naive wounds (p<0.01)

|

;
|
i
I

5
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Figure 5. Wound site treatment.
Group | Treatment/sample éoncentration
(ng/1001L) |
A Monomeric “Wild-type’ TGF- | 50
Beta 3 .
B Monomeric “Wild-type’ TGE- | 100 i
Beta 3 E
K TGF-Beta 3  ‘Wild-type’ | 50 I.
Dimer |
L 0.25 M Maltose (Placebo | N/A
control) '
M

Naive (no treatment control)

N/A

—_— et ————— e
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Figure 6. Day 70 Mean (* SD) Macroscore for incisional Wounds
(A and B) Treated with Monomeric and Dimeric ‘Wild-

type' TGF-Beta 3.
‘ 1
10 4 l
3 |
i
8 1 2 TGF-Beta 3 'Wild-Type'
7 Mélnnomer {50ng/10011)

TGF-Beta 3 'Wild-Type'

6 | M?nomer (100ng/100p1)

BTG F-Beta 3 'Wild-type'
Dill'ner

Mean VAS Score
o

4 B 0.25M Maltose (Placebo)
|

3 E Naive

2 4

1

0

Treatment l

|
|

*#+ Significantly decreased scarring compared to placebo treated wounds (p<0.01)
!
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Figure 7. Representative Macroscopic Scar Images (70 days Post-

Wounding).
‘ |
TGF-Beta 3 ‘Wild-type’ TGF-Beta 3 ‘Wild-type’
Monomer (50ng/100uL) Monomer (100ng/100uL)

TGF-Beta 3 ‘Wild-type'

Dimer (50ng/100uL) |

'
!
|
'

——————— ——— —
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Figure 7 Cont’d. Representative Macroscopic Scar Images (70 days Post-
Wounding).

e e

e p————
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Figure 8. Representative Microscopic Scar Images of Wounds
treated with Monomeric and Dimeric ‘Wild-type’ TGF-

Beta 3 (70 days Post-Wounding).

TGF-Beta 3 ‘Wild-type’ Dimer
(50ng/100pl)

Key

|
E = Epidermis
ND = I\llormal

DermisI
S = Scar

|
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Figure 8 Cont'd. Representative Microscopic Scar Images of Wounds
treated with Monomeric and Dimeric ‘Wild-type’ TGF-Beta 3'(70 days Post-
Wounding) .

1
TGF-Beta 3 ‘Wild-type’ Monomer TGF-Beta 3 ‘Wild#type’ Monomer
(50ng/100pL) a ODngIIPOpL)

|

|
|

i
;
|
|
|
!
|
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TGF-Beta 3 Denatu%rcd Monomer

Clonel 3hr Post-Induction (Gul)

Clone 2 3hr Post-Induction (3uL)

Clone 3 3hr Post-Induction (3uL)

Clone 4 3hr Post-Induction (3uL)

Mark 12 standard
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FIG. 10

: |

| Dimeric TGF-Beta

TGF-Beta 3

Monomeric

Non-reduced
TGF-Beta 3

standard




L\/\
WO 2007/104946 | PCT/GB2007/000834 O\
13/13
FIG. 11
- PDR0GT 1205 61 Burd0 UY2 2hnm  —— PD20S071205 01 ButdAQ Cord
TGE-Beta’3
Monomer and
Dimer |
o i
3000 ’i
= |
1000
3 i i
: : !
° | . I .
[} 1000 2000 3000




INTERNATIONAL SEARCH REPORT intsmatlonal apgication No

PCT/6B2007/000834

NG o REIR3S 18 Ab1P17/02

Aooording to Intemational Patent Classification (IPG) or to both national clasalfication and IPC |

B. FIELDS SEARCHED

xhlmum documentation saarched (dassification system foffowed by classification symbots)
61K

Documentation searched other then nénbmum documentation to the extent that such docrnents are included In the flalds saxrched

Electronic data base consulied during the Intemationa) search (name of dala basa and, wharm practical, search ferms used)
EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS, EMBASE

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

|
|
Category* | CRetion of document, with Indication, where appropriaia, of the ralovant passages i Ralevant to clalm No.
P.X WO 2007/007098 A (RENOVO LTD [GR]; | 1-18,
- FERGUSON MARK [GB]; O’KANE SHARON [GB]; ( 21-23
LAVERTY HUGH) 18 Jdanuary 2007 (2007-01-18)
the whole document ‘
- I
X US 5 650 494 A (CERLETTI NICO [CH] ET AL) \ 1-18,
22 July 1997 {1997-07-22) 20-23
the whole document i
X EP 0 433 225 A (CIBA GEIGY A6 [CH] 1-23
NOVARTIS AG [CH]; NOVARTIS ERFIND VERWALT '
GMBH [AT]) 19 June 1991 (1991-06-19) |
page 2, line 38 - page 3, line 42 {
page 5, 1ine 23 - page 6, 1ine 57
page 8, line 43 - page 9, line 42 !
claims 1-37 !
, e il
m Further documenta aro ltstad Inthe continustion of Box G. E Saa patent family annax. !
* Speocial categories of died documents ; e mmep:wmahmerme;ﬁmmmﬁ
A doctimen ‘mmf‘ﬂ‘mﬁaﬁh art which ie nat ctedloundermandmpmdpbor’meow au%dar&lng tha
*E* earller document but pubdished on or after the itemational *X" document of particular relovance; the caimed Inventlon
fiing date Gannol be considared novel or cannot be considered to
L dﬁ&aglmmmymmon dmd:flmgr . fnvolve an Inventive step when the document s takan alone
dltation or cther special reason (as specfiad) v mmd&”%m mme;gelnveme a“‘;'a’ﬁ.';'.?m
*(* docu=nant referring to an oml disclosum, use, aexhibiion or document s combinad with one or mona othsr such docu-
other means ments, such combination belng obvious to a person skiled
*P* document published prior to the Intemational filing dale bul in the art j
taler than the prionity dsis clabmed *&" documant member of the same patsnt family
Dain df the aciual complgtion of the Internatiorst search Dﬂednmﬂh)gofﬂleh'lemaﬁowjeammpon
20 February 2008 04/03/2008 |
Nameo and maling address of tha [SA/ Authorized officer
E&orggma’ﬂm,Paﬁsumnma
gc‘ﬂﬂ%sao-ao auawsmpom Greif, Gabriela

Form PCTASA/210 (seoond shaot) {Aprl 2005)

|
|




|
|
INTERNATIONAL SEARCH REPORT trematienal sppitcation No

PCT/&B2007/000834
C{Contimuation). DOCUMENTS CONSIDERED YO BE RELEVANT I
Catogory* | CBation of document, with Indication, where approprizta, of the relevant passages ; Ralevant to clalm No.
X US 5 411 940 A (NIXON JON C [US] ET AL) 14,7,
2 May 1995 (1995-05-02) | 11,13,
] 20,23

the whole document

—————

X WO 97/05166 A (CIBA GEIGY AG [CH]; ™MITTL 1-3,5
PEER [DE]; GRUETTER MARKUS [CHI; ARVINTE ‘

TUD) 13 February 1997 (1997-02-13)
abstract

page 3, paragraph 5 - page 5, paragraph 2

page 8, paragraph 4 !
sequence ID NO 2

. t—

X WO 02/12336 A (CURIS INC [US]; WANG MONICA 1-3,5

[US]; PANG KEVIN [USD)
14 February 2002 (2002-02-14)
claims 1-7; sequence ID NO 8

Y 0’KANE ET AL: "Transforming growth factor 1-23
betas and wound healing”

INTERNATIONAL JOURNAL OF BIOCHEMISTRY AND
CELL BIOLOGY, EXETER, GB,

vol. 29, no. 1, January 1997 (1997-01),
pages 63-78, XP005876979 '
ISSN: 1357-272%
the whole document

Y SCHMID PETER ET AL: "TG&F-BETA-S AND 1-23
TGF-BETA TYPE 11 RECEPTOR IN HUMAN |
EPIDERMIS: DIFFERENTIAL EXPRESSION IN I
ACUTE AND CHRONIC SKIN WOUNDS® !
JOURNAL OF PATHOLOGY, CHICHESTER, SUSSEX, l
!
[
|

GB,
vol. 171, no. 3, 1993, pages 191-197,
XP008075690

ISSN: 0022-3417
the whole document

Form PCTASA210 (continuation of ssoond shact) (Apl 2004)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

|
|

Forn PCTASA/210 (patert famlly annax) (April 2006)

Intemnations mpmlanon No
Iiermeion on pesmmt fomly members PCT/6B2007/000834
Patent document Publication Patant tamily | Pubcation
cited In search raport date mefmber(s) . dam
WO 2007007098 A 18-01-2007 AU 2006268091 Al | 18-01~2007
US 5650494 A 22-07-1997  NONE }
EP 0433225 A 19-06-1991 AT 178616 T | 15-04-1999
: AU 638075 B2 17-06-1993
AU 6701890 A 13-06-1991
CA 2031430 Al 07-06-1991
DE 69033040 D1 12-05-1999
DE 69033040 T2 09-09-1999
DK 433225 T3 25-10-1999
ES 2132066 T3 ' 16-08-1999
FI 905956 A 07-06-1991
GR . 3030703 T3 30-11-1999
HU 56880 A2 28-10-1991
IE 904386 Al 19-06-1991
IE 990992 Al 13-12-2000
L 96549 A 31-10-2000
JP 3048061 B2 05-06-2000
Jp 3191791 A 21-08-1991
MX 172600 B 03-01-1994
NO 905264 A 07-06-1991
NZ 236333 A ! 26-03-1992
PH 31649 A | 12-01-1999
PT 96068 A [ 30-09-1991
SG 52690 Al , 28-09-1998
ZA 9009762 A | 28~08-1991
US 5411940 A 02-05-1995 WO 9632131 Al | 17-10-1996
WO 9705166 A 13-02-1997 AT 236929 T 15-04-2003
AU 6700696 A 26-02-1997
CA 2225963 Al 13-02-1997
DE 69627340 D1 15-05-2003
DE 69627340 T2 05-02-2004
DK 840748 T3 28-07-2003
ES 2196164 T3 16~12-2003
JP 2000502243 T 29-02-2000
PT 840748 T 29-08-2003
us 6294656 Bl 25-09-2001
ZA 9606274 A 27-01-1997
WO 0212336 A 14-02-2002 AU 3809101 A | 18-02-2002
#
|
|
!
|
{
|
I
|
|



Titulo: MEDICAMENTOS Y PROTEINAS

Resumen: Se proporciona el wuso del los TGF-B
monoméricos, o sus fragmentos o derivados, como
medicamentos. Estos medicamentos con preferencia

comprenden TGF-f monoméricos o Sus f

ragmentos e}

derivados. Los medicamentos provistos por el uso en la

aceleracién de heridas y/o la inhibicién de

cicatrices, en la prcomocidén de regeneracidén

en la prevencidn y/o tratamiento de

fibréticos.

formacién de
epitelial, o

trastornos

o



MEDICAMENTOS Y PROTEINAS.

-
|
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|

La presente invencidédn se refiere a la provisidn de
nuevos medicamentos. En realizaciones prLferidas la
invencién proporciona medicamentos adecuados| para el usc
en la aceleracidn de  la curacién de her%das y/o la
prevencién, reduccidén o inhibicidén de la formacién de
cicatrices. La invencién también proporciona un método
para la aceleracibén de la curacidén de he%idas y/o la
prevencidén, reduccidén o inhibicién de 1la %ormacién de
clcatrices.

Los factores de c¢recimiento transformante betas
(TGF-0) son una familia de citoquinas que ti?nen diversas
actividades bioldgicas. La familia TGF-8 co@prende cinco
isoformas, TGF-pl, TGF-(2, TGF-p3, TGF-f4, y'TGF—BS.

Los TGF-B tienen utilidad en muchos contextos
terapéuticos diferentes. Como resultado dFl potencial
terapéutico de los TGF-B existe mucho interés en la
aplicacidn farmacéutica de los miembros de la familia
TGF-f, en particular TGF-§ 1-3. '

TGF-$1, TGF-BZ2 vy TGF-B3 son bien anocidos por
cumplir funciones cruciales en la regulacidén de la
respuesta de curacidén de heridas. La actividad de TGF-{
puede influir la tasa de curacidn de heridaé asi como el
grado de formacidén de cicatrices gue |ocurre como
resultado de la curacidn. ’

TGF-Bl se usa en la prevencidén y/o t;atamiento de
esclercderma, trastornos de angiogénesisL enfermedad
renal, osteoporosis, enfermedad oOsea, glomeﬁulonefritis y
enfermedad renal.

TGF-B2 se puede usar en el tratamiengo de glioma,

. . P ~
cancer de pulmén de <c¢élulas no pequefias, tumor de

, L |
pancreas, tumores sdlidos, tumor de col?n, tumor de



ovario, degeneracién macular relacionada con la edad,
lesidn injuria, osteoporosis, retinopati§, Ulceras,
carcinoma, inflamacidén bucal y escleroderma.

TGF-B3 se puede usar en el tratamiento de los

. L . . i . .
trastornos fibroéoticos, fibrosis pulmona{, cirrosis
L. i . P .
hepéatica, escleroderma, trastornos de angiogénesis,

. , . , I
restenosis, adhesiones, endometriosis, | enfermedad
l

isquémica, hueso e induccién de cartilago, gertilizacién
in wvitro, mucositis oral, enfermedad renalJ prevencién,
reduccidén o inhibicién de formacidn de cicat%ices, mejora
de la reconexidn neurocnal en el sist%ma nervioso
periférico y central, prevencidn, reduccidn |o inhibicidn
de complicaciones de la cirugia ocular (tal como cirugia
LASIK o PRK) o formacidén de cicatrices en el|fondo de ojo
(tal como la formacidén de cicatrices asociada con

vitreorretinopatia proliferatival.

|
Los miembros de la familia TGF-B existen

naturalmente en la forma de dimeros gque comprenden dos
cadenas de péptidos. Los dimeros de TGF-f activos tienen
un pesc molecular de aproximadamente 2?,4 kDa. E1
fragmento del TGF-B dimérico activo estéa estabilizado por
las interacciones hidrofdbicas y 1énicas), que estan
reforzadas adicionalmente por un puente di§ulfuro entre
subunidades. Se acepta generalmente que [la actividad
bioldégica y de este modo la actividad terapéutica de los
miembros de la familia de TGF-f es estimuladL solo por el
dimero activo. !

A la luz de lo anterior, se reconoceﬁé gque existe
una necesidad bien establecida de ;proporcionar
medicamentos que pueden utilizar lasj propiedades
terapéuticas de los miembros de 1la famili% TGF-B. Sin
embargo, a pesar de este requerimiento bién reconocido

. . , . |
para las composiciones farmacéuticas que comprenden

i
i
|
'
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miembros de la familia TGF- existen muchos problemas

admitidos asociados con la fabricacidn de los TGF-f para

uso terapéutico.

Una de las méds grandes desventajas de usar los TGF-p
como agentes terapéuticos es gque a fin Ide  producir
dimeros proteicos Dbioldgicamente (y de| este modo
terapéuticamente) usando un huésped procariético, se
necesita la renaturalizacién intensiva g la forma
dimérica bioldégicamente activa. La formacié% de dimeros
puede extender el plan de tiempo de la fabr%cacién. Esto
también tiene consecuencias importantes en la limitacioén
del uso terapéutico de alguno de los TGF-pB. |

Es un o¢bjeto de 1la presente invencipn obviar a
aliviar al menos algunos de los problemas %sociados con
las composiciones farmacéuticas del artej previo que
comprenden los TGF-B. En particular, un objeFo de ciertas

. . . y I .
realizaciones de la presente invencidén es obviar o

aliviar los problemas asociados con el uso dé métodos que

requieren mucho tiempo usados para prod@cir dimeros
bioldégicamente activos de estas proteinas. l

En un primer aspecto de la invencidn se proporciona
un mondémerc de TGF-pB, o un fragmento b&olégicamente
activo de este, para uso como medicamento.

La invencidén se basa en el muy sorprendénte hallazgo
de los inventores de que los TGEF-f znonoméricos pueden
ejercer actividades bioldgicas que anteriormente se
consideraban que solo las proporcicnaban las;proteinas de
TGF-f dimérico. Este hallazgo hace posible él uso de los
TGF-B monoméricos en medicamentos efectivds que pueden
utilizar ia propiedades bioldgicas d% un TGEF-3
seleccionado. Como se apreciaré inmediakamente este
hallazgo y en consecuencia la presente inverncidn, expande
en grana parte las aplicaciones préacticas en las que los

!



TGF-B se pueden usar en forma terapéutica, a;través de 1la
reduccidén del tiempo y costo asociados con 14 fabricacién
de medicamentos adecuados.

Los inventores consideran que las ven%ajas de los
medicamentos de acuerdo con la invencién| pueden ser
provistas por medicamentos que comprend%n cualquier
isoforma monomérica de TGF-p. Por consiguiehte, excepto
cuando el contexto lo requiera de otrg moedo, las
referencias a TGF-f3 o los TGF-B se entienden gue abarcan
cualquier forma monomérica biocldgicamente activa de una

l

menémeros adecuados preferidos para uso en los

!

isoforma de TGF-B tal como TGF-pBl, 2, 3,!'4 vy 5. Los

medicamentos de la invencién son los mondmeros de TGEF-§
(de cualquier forma deseada). Los TGF-f! monoméricos
adecuados péra el uso de acuerde con {la presente
invenciones seleccionan del grupo que consis%e en TGF-(1,
TGF-(2 vy TGE—&B. Con més preferencia el TGFTB monomérico
es TGF-R3, y en un segundo aspecto de la{invencién se
proporciona un mondémerc de TGF-$3, o %n fragmento
bioldgicamente activo de este, para uso como| medicamento.
Se prefiere que los mondmeros de TGF-f usados de acuerdo
con la presente invencién sean los TGF-3 monoméricos
humanos. Se prefiere que los TGF-f provistos en 1los
medicamentos de acuerdo con la presente invencidn estén
presentes sustancialmente y completamenée en forma
monomérica. Los TGF-p monoméricos adecuados|para usar en
locs medicamentos o métodos de la iﬁvencién con
preferencia pueden tener un peso ﬁolecular de
aproximadamente 12 kDa, y mas p%rticularmente
aproximadamente 12,5 kDa. i

Las secuencias del residuo de aminocdcido de las
formas humanas de TGEF-31, TGF-f2 vy TGF—B% se muestran

como las Secuencias ID Neos. 1, 2 y 3 respéctivamente, Y

‘*
|



un TGF-B monomérico que comprende cualquiera de estas
secuencias, o un fragmento biolégicamenté activo de
cualquiera de estas secuencias, constituye;1u1 mondémero
preferido para el uso de acuerdo con :la presente
invencién. El1 TGF-B3 monomérico (Secuenci% ID No. 3)
constituye un mondmero particularmente prefe&ido para el

uso de acuerdo con diversos aspectos de ;la presente

|
!

invencién. i

Excepto cuando el contexto requiera oﬁra cosa, se
debe considerar que las referencias de lla presente
memoria descriptiva a los TGF-p monoméricos kque incluyen
referencias a las isoformas particulares) ab?rcan también
a los fragmentc bioldégicamente activos vy derivativos de
dichos TGF-P monoméricos. Los fragmentos biolégicamente
activos que pueden derivar de la Secuencias iD Nos. 1 a 3
representan fragmentos pfeferidos para uso en los
medicamentcs de la invenciédn, con i fragmentos
bioldégicamente activos derivables de la Secuencia ID No.
3 que constituye fragmentos particularmenté preferidos.
Los fragmentos bioldgicamente activoes pref%ridos pueden
comprender la porcidn de unidn al receptor d? la isofcrma
de TGF-B seleccionada. |

L.os derivados adecuados de los TGF-PB mo%oméricos que
se pueden utilizar en los medicamentos o métodos de la
invencidn incluyen: derivados de péptidos
terapéuticamente efectivos de los TGF-B m@noméricos (o
sus fragmentos); fragmentos o derivado ter#péuticamente
efectivos que comprenden o se basan en el férmacéforo de
los TGF-B monoméricos (o sus fragmentos);iderivados de
peptoide terapéuticamente' efectivos de§ los TGF-f
monoméricos {o sus fragmentos) ; derivados de D-

amino&dcidos terapéuticamente efectivos dL los TGE-B

!
monoméricos (o sus fragmentos) ; pegtldomlmetlcos

'
'
\
|
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terapéuticamente efectivos basados en los TGF-3

monoméricos (o sus fragmentos); anadlogos |de péptidos
terapéuticamente efectivos de los TGF-B nwLoméricos (o
sus fragmentos); pseudopéptidos terapéuticamente
efectives basados en los TGF-f monomérifos {o sus
fragmentos); péptidos retro-inversos terapéuticamente

efectivos basados en 1los TGF-f monomérilcos (o sus

!
fragmentos); derivados de depsipéptidos terapéuticamente

efectivos basados en los TGF-f monoméricos (o sus

fragmentos); derivados de péptidos B terapéuticamente
1

efectivos basados en los TGF-f monomérilcos {o sus

fragmentos); y derivados retropeptoides ter?péuticamente

efectivos basados en 1los TGF-f monoméricos (o sus
fragmentos) .
Los inventores han halladc gque ilas formas

monoméricas del TGF-£3 humano se puede usaﬁ de la misma
manera que el TGF-B3 dimérico, por ejemblo para el
tratamiento de 1los trastorncs £fibroéticos, gscleroderma,
trastornos de angiogénesis, restenosis, | adhesiones,
endometriosis, enfermedad isquémica, hueso e! induccién de
cartilago, fertilizacién in vitro, mucositis oral,
enfermedad renal, prevencidn, reduccidén o inhibicién de
formacidén de cicatrices, mejora de la reconexidn neurcnal
en el sistema nervioso periférico y centralL prevencidn,
reduccidédn o inhibicidén de complicaciones d@ la cirugia
ocular (tal como cirugia LASIK o PRK), tratamiento de
labio vy paladar fisurado, prevencién, ireduccidén o
inhibicién de 1la formacidén de cicatriceé y curacidn
acelerada de tendones \% ligamentos. i Las formas
monoméricas de TGF-B3 también pueden ;promover la
|

regeneracién epitelial en los sitios de dafio epiteliales.

Los hallazgos de los inventores tambiéb indican que

las formas monoméricas de TGF-f1 y TGF-§2 ﬁueden ejercer

|
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todas las actividades terapéuticas ascociadas con las
formas diméricas de estos factores de crecimilento.

"Actividad bioldgica" en el contexto de| la presente

invencién con preferencia se mide in vivo. Los inventores
han hallado gue, de acuerdo con los hallazgos publicados
en el arte previo, las formas monoméricas ge los TGF-f
generalmente no exhiben actividad bioldgica %Valuadas por
métodos in vitro. Sin embargo, en contraste| directo con
las creencias del arte preﬁio, los inventoreé han hallado
en forma muy sorprendente que las formas monoméricas de
los TGF-PR puede ejercer actividad bioldgica § terapéutica
in wvivo. Por consiguiente, se reconocerad gque un TGF-p
monoméxrico, o un fragmento o derivade de este,
considerado Dbioldégicamente activo de acuerdo con la
presente invencidén no es necesario para el TGF-B
monomérico exhibir actividad bicldgica medib#e por medios
in vitro e in vivo, sino solamente que exhiba actividad
bioldédgica gue se pueda medir ya sea in vitroio in vivo, vy
con preferencia la actividad se puede medir ?n vivo.

En forma adecuada, la actividad biolggica de los
TGF-f monoméricos adecuados para el uso de aFuerdo con el
primer aspecto de la invencidn se pued% medir con
referencia a la actividad biolégica conécida de los
dimeros del TGF-$3 dado. En una realizacidn breferida, la
actividad biocldgica se puede medir con re%erencia a la
capacidad de un mondémero (tal como un mo%émero de 1la
Secuencia ID No. 3) para aceleran la cura dg heridas y/o
prevenir, reducir o inhibir la formacién degcicatrices.

A luz de los parrafos precedentes, se geconoceré que
los medicamentos de acuerdo con el primér o segundo
aspectos de la invencién son particularme%te adecuados

[}
para usar en la aceleracidén de la curacion qe heridas y/o

. . D e { .
la prevencidén, reduccidn o inhibiciédn de l% formacién de

g
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cicatrices. Ademds, los medicamentos de acuerdo con el
primer o segundc aspectos de la invencidn | también son
particularmente adecuados para el uso en la Fromocién de
la reepitelizacidn. |

En efecto, en un tercer aspecto de la linvencidn se
proporciona el uso de un mondémerc de TéF—B3, o un
fragmento bioldégicamente activo de este, en la

preparacidn de un medicamento para uso en li aceleracidn
de la curacidon de heridas y/o 1la inhibicién de 1la
formacién de cicatrices.

En un cuarte aspecto de la invencidn s? proporcicna
el uso de un monémerc  de TGF-3, o Qn fragmento
bicoldégicamente activo de este, en la prepafacién de un
medicamento para uso en la promocidn de lagregeneracién
epitelial. 1

En un quintc aspecto de la invencidn se proporciona
el wuso de un mondmero de TGER3, o} dn fragmento
bicldégicamente activo de este en la prepagacién de un
medicamento para uso en-la prevencidn y/o tfatamiento de

un trastorno fibroédtico. Los trastornos; fibréticos

preferidos que se pueden prevenir y/o t%atar usando -

dichos medicamentos se pueden seleccionar d?l grupo que

consiste en fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica,
escleroderma, fibrosis cuténea, fibrosi muscular,
fibrosis por radiacidn, fibrosis renal |y fibrosis

uterina.

—_——— i —

Ademas, en un sexto aspecto de la %nvencién se

proporciona un método de acelerar 1la curacidn de heridas
y/o inhibir 1a formacidén de cicatricesJ el método
comprende administrar a un paciente que necesita dicho
tratamiento una cantidad terapéuticamente eéectiva de un

.

TGF-B3 monomérico, o un fragmento de este.
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En un séptimo aspecto_de la invencidén se proporciona
un método de promocién de la regeneracidn ebitelial, el
método comprende administrar a un paciente gue necesita
dicho tratamiento una cantidad terapéuticamehte efectiva
de un TGF-B3 monomérico, o un fragmento de e#te.

En un octavo aspecto de la invencién s% proporciona
un método de prevencidén y/o tratamiento de Pn trastorno
fibrético, el método comprende administrar ﬂ un paciente
gue necesita dicha prevencidén y/o tratgmiento una
cantidad terapéuticamente efectiva de un TGF-BR3
monomérice, o un fragmento de este. Los trastornos
fibréticos preferidos gue se pueden prevenir y/o tratar
usando dichos medicamentos se pueden selﬁccionar del
grupo que consiste en fibrosis pulmonir, fibrosis
hepatica, escleroderma, fibrosis cuténeg, fibresis
muscular, fibrosis por fadiacién, fibrosis renal vy
fibrosis uterina

Para los fines de la presente invencidén !una cantidad
terapéuticamente efectiva de un TGE-( monoTérico, o un
fragmento de este, es una cantidad suf%ciente para

provocar una accidén requerida: 1

i
i) aceleracidén de la curacidn deiherldas y/0
inhibicién de la formacidén de cicatrices; o

ii) promocidén de la regeneracidn epitelial; o

iii) prevencidn y/o tratamiento de un trastorno

fibrético. i
I

El grado de aceleracidén de la curaciéh de heridas
l

y/0 dnhibicidén de 1la formacién de cilcatrices, o]

regeneracidén epitelial, o prevencidén o reduccidn de
fibrosis que se puede necesitar' serd  evidente, y
|

efectivamente facilmente determinado por, un médico

responsable de la atencidén del paciente. Una evaluacién

n
|
i
|

S
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adecuada del grado de aceleracidn de la Icuracién de

heridas y/o la inhibicién de la formacidén de cicatrices,

o promocidén de la regeneracidn epitelial, o la prevencidn .

o reduccidédn de la fibrosis puede ser determ%nada por el
clinico, y puede ser con  referencia a los métodos de
medicién sugeridos descriptos en la presentej

Los TGF-B monoméricos preferidos y adecuados para el
uso de acuerdo con la invencidn se pueden seleccionar con

referencia a alguna o todas las consideraciones

descriptas en la presente.

heridas acelerada con prevencién, reduccidn |o inhibiciédn

T
En el caso que se desee efectuar la! curacién de

|
de la formacidén de cicatrices o efectuar la!prevencién o
tratamiento de trastornos fibréticos, ﬂor ejemplo,
fibrosis pulmonar, cirrosis hepéatica, %scleroderma,
glomerulonefritis, o similares, generalmente!se preferira
usar TGF-$3 monomérico o© un fragmento b%olégicamente

activo adecuado. !

Si bien el uso de TGF-B3 monomérico tiehe beneficios
particularmente notables, los medicamentos gue comprenden
formas monoméricas de otras isoformas de TGF-B también

,
son de gran valor.

Por ejemplo, los medicamentos que comprenden TGF-$1
monomérico o fragmentes bioldgicamente activos de este,
pueden tener usos en la prevencién y/o t¥atamiento de
heridas que no curan crdénicas, por ej., ulcFras venosas,
llagas por presidén, ulceras diabéticas, trastornos de
angiogénesis, enfermedad renal, osteoporosiﬁ, enfermedad
ésea, glomerulonefritis y enfermedad renal. A modo de
ejemplo, se ha demostrado en modelos animalés que el TGF-
fl dimérico de tipo salvaje administrado e% forma local
es un potente estimulador del crecimiento W regeneracidn

4sea. Ademds, se ha demostrado que la administracién de

|
r
|
J
F
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TGF-B1l protege los tejidos de la lesidén por isquemia-
reperfusién, en particular en el cerebro (después de un
accidente cerebrovascular), y en el corazdn; {(después de
una oclusidn de las arterias coronarias).

Los medicamentos que comprenden TGF-{2 monomérico, o

fragmentos bioldégicamentes actives de este, se pueden

usar en el tratamiento de glioma, gliomal, cancer de
pulmédn de células no pequefias, tumor de péncgeas, tumores
sdlidos, tumor de colon, tumor de ovario,‘degeneracién
macular relacionada con la edad, lesidn injuria,
osteoporosis, retinopatia, Ulceras, ! carcinoma,
inflamacidén bucal y esclercderma. A modo dé ejemplo, se
ha demostrado en dos ensayos clinicos que la aplicacién
toépica del TGF-B2 dimérico de tipo salvaj% acelera el
cierre de la ulceras de pierna crénicas asociadas con
estasis venosa; y se. ha demostrado en modqlos animales
que la aplicacidén local de TGF-82 recombinante humana
promueve el re-crecimiento y regeneracidén del huesoc.

Los medicamentos que comprenden TGF-B3 ﬁonomérico, o}
fragmentos bioldgicamente actives de este sé pueden usar
en el tratamientc de heridas (que inclpyen heridas

i
crbénicas tales como Ulceras), escleroderm%, trastornos

fibroéticos, por ej., fibrosis pulmon%r, cirrosis
., . . . t

hepatica, fibrosis renal etc., trastornos de

angiogénesis, restenosis, adhesiones, epdometriosis,

. o . . | .
enfermedad isgquémica, induccidén de hueso |y cartilago,

L .. . : . |
fertilizacién in vitro, mucositis oral y enfermedad
t

renal. A modo de ejemplo, se ha demostrado en modelos
animales y en la clinica que la aplicacién ﬂépica de TGF-

P . . i .
3 dimérico de tipo salvaje acelera la tasa de curacidn
|
de las udlceras por presién que no curan, crdénicas; reduce

|
t

la incidencia, gravedad y duracidén de la mucositis oral;

3% reduce los efectos adversos del sindrome

|
e
|
j
i
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gastrointestinal por radiacidén resultante del dafo a las
células madre causado por la radioterapia o dquimioterapia
durante el tratamiento del cancer. Los hallgzgos de los
inventores indican que el TGF-B3 monomérico Je puede usar
en todos estos contextos c¢con en fin de producir
actividades terapéuticas del TGF-PB3 dimérico.

La capacidad de ciertos métodos y medicamentos de la
invencién (tal como los que usan mondémeros de TGF-f se
exponen en la Secuencia ID No. 3) para lacelerar la
curacién de heridas puede la curacién de h%ridas puede
ser facilmente apreciada y/o medida con reférencia a las
propiedades exhibidas por las heridas tratadas. Para los
presentes propésitos una Therida tratadé" se puede
considerar a una herida expuesta a una cantidad
terapéuticamente efectiva de un medicamento de la
invencién, o gque ha recibido tratamiento d% acuerdo con
los métodos de la invenciédn. |

La aceleracién de 1la curacién de ‘las heridas

- en la tasa

tratadas se puede ilustrar por un aumento

epitelizacidn en comparacidn con las herida% control. En
consecuencia los métodos y medicamentos deila invencidn
promocicnan una reconstitucidén més rapida |de una capa
epitelial funcional sobre un Area herida que lo seria de

otro modo.

En forma alternativa o adicional, la curacidn

acelerada de las heridas tratadas se puede|ilustrar por
|

un ancho de herida disminuido en compara?ién con las

heridas de control en puntes de tiempo coﬁparables. Se
i

apreciard que esta reduccidn del ancho @e la herida

asegura gue exista una tasa de cierre ée la herida

|
relativamente mas répido (ya que existe menos ancho de la

!
!
diches medicamentos para acelerar la respuesta de

|
|
|

herida por cerrar) y es indicativo de la |capacidad de
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curaciéon. Las heridas méas angostas pueden producir
clcatrices méds angostas que son estéticamentq‘preferibles
que las cicatrices mas anchas. '

Por consiguiente, se debe considerar que'la curacidn
de heridas acelerada en el contexto de |la presente
invencidn abarca cualquier aumento de la tasa de curacién
de un herida tratada en comparacién con |la tasa de
curacién que se produce en heridas tratadas control o
heridas no tratadas. Con preferencia la acelgracién de la
curacién de heridas se puede evaluar con réspecto a la
comparacién de la tasa de reepitelizacidn ! obtenida en
heridas tratadas y control, o la comparacidén de la del
ancho relativo de las heridas tratadas y‘ control en
puntos de tiempo comparables. Con mAs preferencia la
curacidn de heridas acelerada se puede definir comc que
comprende tanto una tasa de reepitelizacidn aumentada
como una reduccidén del ancho de la herida eA comparacién
con las heridas de <control en puntos| de tiempb

|
comparables. ]
!curacién de
heridas acelerada puede dar origen a una tas% de curacioén

Con preferencia la promocién de la

de heridas que es al menos 5%, 10%, 20% o 50% mayor que
la tasa de curacidén gque ocurre en una heridaj} control o no
tratada. Con mas preferencia la promocién dé la curacidn
de heridas acelerada puede dar origen a iuna tasa de
curacién de heridas que es al menos 40%, 50% o 60% mayor
que la curacién en una herida control.% Aun es mas
preferido que la promocidén de curacién! de heridas
acelerada puede dar origen a una tasa de; curacion de
heridas que es al menos 70%, 80%, o 90% maybr gue la que
ccurre en las heridas control, y con méximé preferencia

la promocidén de la curacidn de heridas acglerada puede

i
dar origen a una tasa de curacidén de heridas que es al
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menos 100% mayor que la tasa que se proéuce en las
heridas control.

Existe un amplio rango de trastcrnos dej la curaciédn

de heridas que se caracterizan, o all menos se
caracterizan parcialmente " por el fracaso, retraso o
retardacién inapropiadeos de la respuestal normal de
curacidén de heridas. La capacidad de ciergo métodos vy
medicamentos de la invencidn para promover la curacién de
heridas acelerada en consecuencia es de ut%lidad en la
prevencidén o tratamiento de dichos trastornoé.

Debido a que métodos y medicamentos de ;jla invencidn
pueden provocar la aceleracidn de la curacién de heridas
mediante la promocién de una respuesta de reépitelizacién
estimulada {(de este mcdo aumenta la velocidad en que se
cierra la herida) se apreciard que esto% métodos vy
medicamentos de 1a invencidn son pa?ticularmente
ventajosos para el tratamiento de heridaslde pacientes
que de otro modo estan propensos a la reépitelizacién
defectuosa, retrasada o -alterada de otr% modo. Por
ejemplo, es bien sabido que las heridas déEmicas de la
persona de edad avanzada exhiben una respuesta de
reepitelizacidén menos vigorosa gque la de l?s individuos
mas jovenes. También existen otras Qatologias o
trasternos en los que la curacién de Peridas esta
asociada con reepitelizacién retrasada o altérada de otro
modo. Por ejemplo, los pacientes que sufrenide diabetes,
pacientes con polifarmacia (por ejemplo, como resultado
de una edad avanzada), mujeres posmenopésic%s, pacientes
susceptibles a lesiones por presidn {por ejemplo

parapléjicos), pacientes con enfermedad venosa, pacientes

clinicamente obesos, pacientes que reciben quimioterapia,

I

pacientes que reciben radioterapia, pacientes que reciben

tratamientos de esteroides o} pacientes
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inmunocomprometidos puede sufrir de curacié? de heridas
con reepitelizacidn alterada. En muchos caso% la falta de
una respuesta de reepitelizacién apropiada contribuye al
desarrollo de las infecciones en el sitio de la herida,

que puede a su vez contribuir a la formacidén de heridas

crdnicas tales como 1Ulceras. Por consiguiente se
apreciara que dichos pacientes probablemente se
beneficiarén particularmente con los ‘métodos o

medicamentos adecuados de la invencién.

Las heridas «crénicas son quizds el |ejemplc mas
importante de los trastornos asociados con qna respuesta
de curacién de heridas retrasada. Una her%da se puede
definir como crénica si no muestra ninguna |tendencia de
curacién dentro de las ocho semanas de la formacidn
cuando estd sometida al tratamiento terapéutico apropiado
(convencional). Los ejemplos bien conocido? de heridas
crénicas incluyen Ulceras venosas, alcerasidiabéticas y
Ulceras decibiteo, sin embargo las heridas cr?nicas pueden
surgir en algin momento de otro modo de lesiones agudas
normales. Tipicamente las heridas crénicas:puede surgir
como resultado de infeccidn del sitio dé la herida,
tratamientc de herida inadecuadeo, © como unajconsecuencia
de una ruptura de tejido progresiva !causada por

enfermedad wvascular venosa, arterial, o{ metabdlica,

presidn, dano por radiacidén o tumor. ,

Se apreciard que los métcdos y medicamentos de la

invencién capaces de acelerar la curacién de heridas se
I

pueden utilizar en el tratamiento de her%das cronicas

existentes con el fin de promover su curacién. Dichos

métodos y medicamentos pueden promover la reepitelizacién
1
I
1

. . ., . |
medicamentos de la invencidn preferidos (tales como los

de las heridas crdnicas, de este modo | producen 1la

curacion y cierre del trastorno. Los, métodos %

|
|

\
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que utilizan TGF-f monomérico que comprenden [la Secuencia
|
ID WNo. 3) también pueden inhibir la formacién de

cicatrices asociada con la curacidn de theridas. La

prevencidén de la formacidén de cicatriceﬁ en dichos
contexto puede ser particularmente ventajoso ya qua las
b

heridas c¢rdénicas normalmente se extienden |sobre otras

porciones relativamente grandes del cu%rpo de un

paciente, i

Ademds o alternativamente, para su |uso en el
tratamiento de 1las heridas croénicas exiﬁtentes, los
métodos y medicamentos de 1la invencién édecuados se

pueden usar para prevenir- heridas agudas ae pacientes
predispuestos a la curacidn de heridas altérada que se
convierten en heridas crénicas. Debido a qu% los métodos
y medicamentos adecuados de la invencidn pu%den promover
la cobertura epitelial del sitio dafado, ?llos pueden
reducir 1la probabilidad de gque una herid% tratada se
infecte. De modo similar, esta p#omocién de
reepitelizacién puede ser beneficiosa en e# tratamiento
de las heridas crdénicas que surgen como iresultado de
otras patologias tales como diabetes o© enfermedad venosa.

Un grupo adicional de pacientes que puede obtener
beneficioc particular de los métodos y medicémentos de la
invencion son aquellos en los que el sistem% inmune esté
comprometido (por ejemplo, pacientes que ge socmeten a
quimioterapia o radioterapia o los que sufren de
infeccién con HIV). Estd bien reconocido que las heridas
de los inmunocomprometidos, que no pueden de%arrollar una
respuesta inflamatoria normal después dej la herida,
tienden a asociarse con malos resultados ide curacién.
Dichos pacientes se pueden beneficiar por e% tratamientoc
con los métodos y medicamentos adecuados de la invencion.

1

|

v
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La capacidad de los medicamentos vy Ingtodos de la
invencién de utilizar vlos TGF-f monoméricos que
comprenden la Secuencia ID No. 3 para |premover la
curacidén de heridas acelerada a la vez %ue prevenir,
reducir o inhibir la formacién de cicatrices también se
usa en contextos clinicos mds generales. Los ejemplos de
estos otros beneficios se pueden considerar en referencia
con la curacidén de heridas por intencipn primaria,
secundaria o terciaria, como se describe a cbntinuacién.

Para los fines de la presente invenc#én, se puede
considerar gque la curacidén por intencién primaria
involucra el cierre por medios quirﬁrgic%s (tal como
suturas, tiras adhesivas o grapas) de ios margenes
opuestos de una  herida. La curacidn pbr intencidn

1
primaria se emplea normalmente en el tﬁatamiento de
incisiones quirtrgicas u otras heridas limpias, y se
asocia con niveles minimos de pérdida del tejido. Los
expertos reconocerdn debido a que los medicamentos o
métodos adecuados de acuerdo con la invencidn (tal como
los que utilizan mondmeros que comprenden laj Secuencia ID
No. 3) son capaces de reducir el ancho dp la herida,
también facilitan la unidén de los bordes ?puesto de la
herida, y en consecuencia pueden ser beneficiosos para la
curacién de heridas por intencidén primaria. Ademés,
dichos métodos o medicamentos may (como SJ describen a
continuacién) producen la prevencidn, ireduccién '}
inhibicidén de la formacidén de cicatrices qu% de otro modo
pueden ocurrir en dicha curacién. Los inventores
consideran que el tratamiento de esta maner% puede tener
impactec en la apariencia tanto macro%cépica como
microscodpica de las cicatrices que se forman a partir de
las heridas tratadas; microscdOpicamente las cicatrices

pueden ser menos perceptibles vy combinarsel con la piel

7
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circundante, microscépicamente las cicatrices pueden
exhibir una regeneracidén de una estructura de piel mas
normal .
Para los fines de la presente invenciédn, se
considera gque la curacidn por intenciép secundaria
constituye el cierre de las heridas por laicuracién del

-

procesc de las heridas, sin intervenciqn gquirdrgica
directa. Las heridas curadas por intencién Secundaria se
pueden someter a cuidado continuo (por ejemglo el vendaje
y re-vendaje de la herida asi como la apli%acién de los
medicamentos adecuados), pero es el proceso natural de
formacién del tejido de granulacidén y la r%epitelizacién
los que causan el cierre de la herida. Se Spreciaré que
debido a que los medicamentos y métodos della invencién
preferidos (tal como los que utilizan nonémeros que
comprenden la Secuencia ID No. 3) pueden; aumentar la
velocidad de reepitelizacién y disminuir ila posterior
formacién de cicatrices en comparacién con go gue ocurre
en las heridas contreol estos tienen utilidad en la
promocién de la curacidédn de heridas pbr intencién
secundaria. ’

La «curacidén por intencién terciari% se pueden
considerar que comprende el cierre quirﬁ%gico de una
herida que previamente se ha dejado abiertalpara permitir
al menos formacidédn del tejido de granqlacién y la
reepitelizacidn parciales. Las propledades de los métodos
y medicamentos de la invencidn preferidés los hacen
adecuados para el usc en la curacién ﬁor intencién
primaria o secundaria son también benefi¢iosos en el
contexto de la promocién de la curaciédn de heridas por
intencién terciaria.

El uso de métodos y medicamentos de !la invencién

. . . . |
preferidos que utilizan mondmeros gque comprenden la

4
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Secuencia ID No. 3 para estimular la zreepitelizacién
(como parte de su promocién de la curaciqn de heridas
acelerada) mientras que inhibe la formacidn lde cicatrices
también es particularmente efectivo en el tratamiento de
las heridas asociadas con procedimientos dg injerto. E1
tratamiento mediante estos métodos y medicamentos de la
invencidén es beneficiosco tanto en un sit;o dador del
injerto (donde puede ayudar en el restablecihiento de una
capa epitelial funcional a la vez gque previene, reduce ©
inhibe la formacidén de cicatrices), y como Fn los sitios
receptores del injerto (donde los efectos anti-formacidén
de cicatrices del tratamiento inhibe la |[formacidén de
cicatrices, a la vez que curacidn acelerada promueve la
integracién del tejido injertado) . Lo? inventores

consideran que los métodos y medicamentos de la invencién

confieren ventajas en los contextos de los| injertos que

he piel.

Los inventores han halladoe que los métodos vy

utilizan piel, piel artificial o sustitutos

medicamentos de la invencidén que utilizan monomeros que
comprenden la Secuencia ID No. 3 pueden; promover la
curacién de heridas acelerada con inhibicién de la
formacién de cicatrices cuando se administran antes de la
herida, o una vez que la herida ya se ha formado.

Los inventores han hallado gue los o medicamentos de
la invencidén que utiliza TGF-(33 monoméricosJ tal como los
que comprenden la Secuencia ID No. 3, so% capaces de
promover la regeneracidn epitelial. La promocién de la
regeneracién epitelial dentro del contexto de la presente
invencién se puede considerar que abar#a cualquier
aumento de la regeneracién epitelial en co@paracién con
la regeneracidén que ocurre en el epitelio control tratado

¢ no tratado.

l
i

2
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La velocidad de regeneracidn epitel}al obtenida
usando los métodos ¢ medicamentos adecuad&s de acuerdo
con la invencién se pueden comparar facilmente con el que
tiene 1lugar en los epitelios control tratados o no

tratados usando cualquier modelo de regeneracidn

epitelial concocide en el arte. Por ejemplo, se puede
comparar la velocidad en la que se regeneran los sitios
de dafio epitelial experimental gque tienen é;eas conocidas
usando modelos in vivo bien conocidos en rakones, ratas,
conejos o cerdos tales como los descriptos eb Tomlinson y
Ferguson (2003), Davidson et al. (1991) vy Péddock et al.
(2003) . ‘ *

Sin desear estar ligado a ninguna hipdtesis 1los
inventores consideran que la promocidn de l% regeneracion
epitelial obtenida por las formas monoméricas de TGE-[B3
es mediada por la promocidén de los mon?meros de la
migracién de las células epiteliales. |Las ceéelulas
epiteliales {cuya migracidn se ha promovido) en
consecuencia son capaces de repoblar vy |regenerar el
epitelic dafiado mAs répidamente que los gque ocurre en
ausencia de tratamiento. I

Se apreciard que la promocién de la| regeneracién

epitelial usando mondmeros que comprenden la Secuencia ID

No. 3 puede ser util para inducir la rgepltelizacién
efectiva en contextos en que la gespuesta de
reepitelizacién esta altérada, inhibida, | retardada o
defectuosa de algun otro modo. La prodocién de la
regeneracidén epitelial también se puede éfectuar para
acelerar la tasa de respuestas de regeneracién epitelial
normal o defectucsa de los pacientes que s?fren de dano
epitelial.

Existen muchos contextos en los gque lai respuesta de

reepitelizacidén del cuerpo puede ser defectuosa. Por

|

1
|
|
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ejemplo, la reepitelizacién defectucsa del la piel es
asocia con patologlas tales como pénfigo, enfermedad de
Hailey~Hailey (pénfigo. benigno familiar)), necrdlisis
epidérmica toéxica (TEN)/sindrome de Lyell, lepidermolisis

. » . Lo b . - .
bullosa, leishmaniasis cutanea y queratosis|actinica. La

reepitelizacién defectuosa de los pulmones se puede
asociar con fibrosis pulmonar idiomatilca (IPF) o)
enfermedad pulmonar intersticial. La reepitelizacidn
defectuosa del ojo se puede asociar con pat%logias tales
como deficiencia parcial de células madre limbicas o
erosiones corneanas. La reepitelizacidn d?fectuosa del
aparatc gastrointestinal o colon se puede! asociar con
patologias tales como fisuras anales crénicés (fisura de
ano), colitis ulcerativa o enfermedad de C%ohn, y otros
trastornos intestinales inflamatorios. |
"Tal como se establecid anteriorme%te, ciertos
métodos o medicamentos de acuerdo con ;la presente
invencién (y en particular los que utilizan mondmeros que
comprenden la Secuencia .ID No. 3) pueden prevenir,
reducir o inhibir de otro modo la formacidén de
cicatrices. Esta inhibicidén de la formacién!de cicatrices
1

se puede efectuar en cualquier sitio dFl cuerpo y

cualquier tejide u organo, gque incluye| piel, ojo,

nervios, tendones, ligamentos, musculo y l!cavidad oral

{que incluye los labios y el paladar), asi|como 6rganos

internos {tal como higado, corazdn, cer%bro, cavidad
abdominal, cavidad pélvica, cavidad torécic?, intestinos
y tejido reproductor). En la piel, el tratémiento puede
mejorar el aspecto macroscdpico y microscopico de las
cicatrices; desde el punto de vista mac%oscépico las
cicatrices pueden ser menos visibles y comb%narse con la
piel circundante, desde el punto de vista:microscépico

las fibras de coldgeno de la cicatriz pueden tener una

i
!

.
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morfologia y organizacidn que es mas similar que la de la
piel circundante. Se debe entender que la prevencién,,
reduccién o inhibicién de la formacién ée cicatrices
dentro del contexto de la presente invencién abarca
cualguier grado de prevenciédn, reduccidén o Hinhibicién in
formacién de cicatrices en comparacién con el nivel de
formacién de cicatrices que ocurre en la herida control
tratada y no tratada (definida en otra ‘parte de 1la
memoria descriptiva). Excepto cuando el | contexto 1o
requiera lo contrario las referencias a L"prevencién",
"reduccidén" o "inhibicidén" de la formacidédn de cicatrices
se puedeh toma como mecanismos equivaléntes que -se
manifiestan en la actividad de . anti-formacidn ' de
cicatrices.

La prevencioén, reduccidén o inhibicidn|de  formaciédn
de cicatrices dérmicas obtenida usandog métodos y
medicamentos de la invencidén se puede evalﬁar y/o medir
con referencia al aspecto  microscédpico o, con
preferencia, macroscédpico de una cicatrié tratada en

no tratada.

N

comparacién con el aspectoc de una cicatri

o 1nhibicidn

O
S

Con mas preferencia al prevencién, reducci

evaluar con

de la formacién de cicatrices se puede
referencia al aspecto tanto macros?épico como
microscoépico de un cicatriz tratada. Para hos presentes
fines una "cicatriz tratada" se puede definir comoc una
cicatriz formada por la curacién de una herida tratada,
mientras que una "cicatriz no tratada" se puede definir
como una cicatriz formada por 1la curacion &e una herida
no tratada, o una herida tratada con placebo o atencién
estandar. Las cicatrices de comparacidn édecuadas con

preferencia se pueden emparejar con la cicatriz tratada

' .
con respecto a edad, sitio, tamafio de la c¢icatriz y el
. ]

'

paciente.
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Al considerar el aspecto macroscdpice de una
clcatriz resultante de una herida tratada, se puede
evaluar el grado de formacién de c¢icatrices, y en
consecuencia la magnitud de cualquier| prevencidn,
inhibicidén o reduccidén de la formacién de cicatrices
obtenida con referencia a algunos de muchos parametros.

Los parametros adecuados para la evaluacién
macroscopica de cicatrices‘pueden incluir: i
i) Color de 1la cicatriz. Comg se indicd
anteriormente, las cicatrices normalmentq pueden ser
hipopigmentada o hiperpigmentada con respe%to a la piel
circundante. La inhibicién o reduccién de ld formacién de
cicatrices se puede demostrar cuando la pigmentacidn de
una cilcatriz tratada se aproxima més estreéhamente a la
de piel sin cicatrices qgque la pigmentqcién de una
clicatriz no tratada. De modo similar, las cicatrices
pueden ser mas rojas que la piel circundante, En este
caso la inhibicién o reduccién de la |formacién de
cicatrices se puede demostrar cuandoc el enrajecimiento de
una cicatriz tratada se atenta mas temprano o mas
Combletamente, O se asemeja mas estrechamente al aspecto

de la piel circundante, en comparacidn con| una cicatriz

no tratada. |
ii} Altura de la cicatriz. LJS cicatrices
normalmente pueden estar elevadas o] ’hundidas en
i
comparacién con la piel circundante. La |inhibicién o
reduccién de la formacidén de cicatrices se puede
demostrar cuande la altura de una cicatr#z tratada se
aproxima mas estrechamente a la de uha piel sin
cicatrices {es decir, ni levantada ni hundida) gue a la
altura de una cicatriz no tratada.

!
iii) Textura superficial de la cicatriz. Las

)
cicatrices pueden tener superficies que son relativamente
|
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mas suaves que la piel circundante {(que genera una
cicatriz con un aspecto "brillante") o |que son méas
rugosas que la piel circundante. La inhibicién o

reduccién de la formacién de <cicatrices se puede
demostrar cuando la textura de superficie dé una cicatriz
tratada se aproxima mas estrechamente a 1la de una piel
sin cicatrices gque a la textura de supeﬂficie de una
cicatriz no tratada. I
iv) Rigidez de la cicatriz. La éomposicién y

estructura anormales de las cicatrices hagen gque estas
sean normalmente mAs rigidas gque la piel no darnada que
rodea la «cicatriz. En este caso, la ‘inhibicidén o
reduccién de la formacidn de <cicatrices se puede
demostrar cuando la rigidez de una cicatriz tratada se
aproxima mAs estrechamente a la de una piel sin
cicatrices que a la rigidez de una cicatriz no tratada.

Una cicatriz tratada con preferencya demostraré
prevencidn, inhibicidén o reduccidn de la iformacién de
cicatrices evaluada con referencia a él men?s uno de los
parametros de evaluacidn macroscépic? expuestos
anteriormente. Con més preferencia, una cicgtriz tratada
puede demostrar una formacidén de cicatricés prevenida,
reducida o inhibida con al mencs dos de loF parametros,
aun con mas preferencia al menos tres de lo% parametroes,
y con maxima preferencia con los cuatro p?rémetros. Se
puede realizar una evaluacidn global de laiformacién de
cicatrices usando, por ejemplo, una e?cala visual
analdogica o una escala de evaluacidn digitaﬂ.

Los parametros adecuados para l% evaluaciodn
microscédpica de las cicatrices pueden incluﬁr:

i) Espesor de fibras de la matriz:extracelular

(ECM) . Las cicatrices normalmente contienenlfibras de la

ECM mas delgadas que las halladas en la piel circundante.

e
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Esta propiedad es aun més pronunciada en| el caso las

cicatrices queloides e hipertrdéficas. La |inhibicidén o

reduccién de la formacién de cicatrices se puede
demostrar cuando el espesor de las fibras de ECM de una
cicatriz tratada se aproxima mds estrechamente al espesor
de las fibras de ECM halladas en la piel sin cicatrices
que al espesor de las fibras halladas en una cicatriz no
tratada.

1i) CQrientacidén de Las fibras |de ECM. Las
fibras de ECM halladas en las cicatrices tienden a
exhibir un mayor grado de alineamiento entfe si gue las
halladas en la piel sin cicatrices (que tienen una
orientacidén al azar frecuentemente denominada como
"tejido de canasta"). La ECM de laé cicatrices
patoldégicas tales como cicatrices queloides e
hipertréficas pueden exhibir orientaciones aun mas
anémalas, con frecuencia forman grandes *espirales" o)
"capsulas" moléculas de ECM. Por consiguiente, la
‘lnhibicidn o reduccidn de la formacidn de hicatrices se
puede demostrar cuando la orientacidén de ias fibras de
ECM en una cicatriz tratada se aproxima més |estrechamente
a la orientacidén de las fibras de ECM halladas en la piel

sin cicatrices gue a la orientacién de dicha fibras en

una cicatriz no tratada.

iii) Compcsicidén de ECM de la |cicatriz. La
composicidén de las moléculas de ECM presentes en las
cicatrices muestra diferencias de las halladas en la piel
normal con una reduccidn de la cantidad| de elastina
presente en la ECM de las cicatrices. En copsecuencia la
inhibicidén © reduccidén de la formacidn de ?icatrices se
puede demostrar cuando la composicidn de ias fibras de
ECM de la dermis de una cicatriz tratada se|aproxima mas

estrechamente a la composicidédn de dichas fibras halladas
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en la piel sin cicatrices que a la composicildn hallada en

una cicatriz no tratada.

iv) Celularidad de la cicatriz. Las cicatrices
tienden a contener relativamente menos células que la
piel sin cicatrices. En consecuencia se apreciara que la
inhibicidén o reduccidén de la formacidén de cicatrices se
puede demostrar cuando la celularidad de |una cicatriz
tratada se aproxima mas estrechamente a la celularidad de
la piel' sin cicatrices que a la celularidad de una
cicatriz no tratada.

Una cicatriz tratada con preferencia demostrarad la

prevencidén, reduccidén o inhibicién de la |formacidén de

cicatrices evaluada con referencia a al menos uno de los
parametros de la evaluacidn microscdpica expuesta
anteriormente. Con més preferencia a cicatrilz tratada, se
puede demostrar la prevencidén, reduccién o inhibicidén de
la formacidén de cicatrices con referencia al al menos dos
de los parametros, aun con mas preferencia al menos tres
de los parémetros, y con maxima preferencia a cuatro de

estos parametros.

La prevencidn, reduccidén 0 inhibilcidén de la

formacidén de cicatrices de una herida tratada se puede

—qy-—

evaluar adicionalmente con referencia parametros
adecuados en:
i) evaluacidén c¢linica macroscéopica de las

|
cicatrices, en particular la evaluacién de las cicatrices

en un sujeto;

ficas de las

Qe

ii) evaluacidédn de imAgenes fotogr

clcatrices;

1ii) evaluacién de moldes de silipona 0 moldes

1
de pléastico positives hechos de molde de silicona de las

I
|
I
|
1
|
|

cicatrices; vy
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iv) evaluacidén microscédpica de las cicatrices,
por ejemplo por analisis histecldgico de la estructura
microscopica de las cicatrices.

Se apreciard que la prevencién, reduccidén o

inhibicién de la formacién de cicatrices de una herida
tratada puede estar indicada por la mejoraide uno o méas
de dichos parédmetros adecuado, y que en ep caso de la
prevencién, reduccidn o inhibicidn évaluada con
referencia a diversos paréametros, que estos iparametros se

pueden combinar en diferentes esquemas de evaluacién (por

e3j., reduccidédn, inhibicidén o mejora de |al menos un
parametro usado en la evaluacidn macroscdpica y al menos
un parametro usado en la evaluaciédn micrdscépica).

La prevenciédn, reduccién o inhibﬁcién de la
formacién de cicatrices se puede demostrar por una mejora
de uno o mas de los parametros gque ind%can que una
cicatriz tratada se aproxima mas estrechamehte a la piel
sin cicatrices con referencia a log parametros
seleccionados que una cicatriz no tratada o{control.

Los parametros adecuados para la { medicidén vy
evaluacidn clinica de las cicatricesi se pueden
seleccionar sobre la base de una variedadide medidas o
evaluaciones que incluyen las descriptas por Beausang et

al (1998) y van Zuijlen et al (2002).

Normalmente, los parametros adeCﬁados pueden
incluir:
1. Evaluacién con respecto a la escala visual
[

analégica (VAS) de clasificacién de cicatri%.

La prevenciodn, reduccién o inhibﬂcién de 1la
formacidén de <cicatrices se puede demosdrar por una
reduccidén en el puntaje de la VAS de una ciéatriz tratada

{
: . . |
cuando se compara con una clcatriz contreol. Una VAS

|
|
|
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adecuada para usar en la evaluacidén de las cicatrices se
puede basar en el método descripto por B%ausang et al

(1988) .

2. Altura de la cicatriz, ancho de |la cicatriz,
perimetro de cicatriz, 4&area de cicatriz o volumen de

cicatriz.

La altura y el ancho de las cicatrices se pueden
medir directamente en el sujeto, por ejemplg, por el uso
de dispositivos de medicidn manual tales como calibres.
El ancho, el perimetro y ei drea de la cicaﬁriz se pueden
medir directamente en el sujeto o por andlisis de imagen
de las fotografias de la cicatriz. Los expertos conoceran
los métodos y dispositivos no invasivos éue se pueden
usar para investigar pardmetros adecuados, | gque incluyen
meldeado en silicona, ultrasonido, perfilometria optica
tridimensional e imagenes de resonancia magﬂética de alta
resolucidn. I

La prevenciodn, reduccidén o inhib%cién de la
formacién de cicatrices se puede demosdrar por una

|
reduccién de altura, ancho, &rea o veolumen,| o cualguiera

de sus compbinaciones de una cicatriz: tratada en

. . . I
comparacidn con una cicatriz no tratada.

3. Aspecto y/o color de la cicatriz comparada con
la piel circundante sin cicatrices

El aspecto o color de una cicatriz tratada se puede

cicatrices, vy

|

las diferencias (si existen) se compararon con la

comparar con el de la piel circundante sin

diferencia entre el aspecto y el color de lgs cicatrices
no tratadas y la piel sin cicatrices. Dicha comparacidn
se puede realizar sobre la base de una evaluacidén visual
de las cicatrices respectivas y la piel sip cicatrices.

, . | .
El aspecto de una cicatriz se puede comparar con la piel

|
|
|
!
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sin clcatrices con referencia a si la cicatriz es mas

clara o méas oscura que la piel sin cicatrices. Los

colores respectivos de las cicatrices y la piel puede

estar perfectamente emparejados entre si, |relativamente
mal emparejados, obviamente mal emparejados o)
extremadamente mal emparejados. l

En forma alternativa o adicional a ia evaluaciodn
visual, existen numerososAdispositivos colorimétricos no
invasivos gue pueden proporcionar datos con Eespecto a la
pigmentacidén de las cicatrices y piel sin ciFatrices, asi
como del enrojecimiento de la piel {que buede ser un
indicador del grado de vascularizacidén presente en la
cicatriz o la piel). Los ejemplcs de dichos| dispositivos
incluyen Minolta Chronameter CR-200/300; Labscan 600; Dr.
Lange Micro Colcur; Derma Spectrometer; med%dor de flujo

laser-Doppler; y andlisis espect&ofotémetrico

intracutaneo (SIA).

La prevencién, reduccién o inhibicién de 1la
formacidén de cicatrices se puede demostrar For una menor
magnitud de diferencia entre el aspecto © el}color de las
cilcatrices tratadas y la piel sin cicatri%es que entre
las cicatrices no tratadas y la piel sin cic?trices.

|

4. Distorsidén de la cicatriz y desempfﬁo mecanico

La distorsién de la cicatriz se puede eraluar por 1la
comparacién visual de wuna cicatriz y la piel sin
cicatrices. Una comparacién adecuada puede c@asificar una
cicatriz seleccionada come que no cauSa{ distorsidn,
distorsién leve, distorsidén moderada o distorsidn Severa.

El' desempefic mecanico de las cicatrices se puede
evaluar usando varios métodos y dispositivos! no invasivos
basados en succidn, presidn, torsidn, tensidn y aciastica.

Los ejenplos adecuados que incluyen los |dispositivos

% Z\f\
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conocidos que se pueden usar en la evaluacién del
desempefioc mecanico de las cicatrices [incluyen el
indentodémetro, cutdmetro, reviscoémetro, analizas
viscoelastico de la piel, Dermaflex, durémetgb, medido de

torque térmico, elastdmetro.

La prevenciodn, reduccién o 1inhibicidén de 1la
formacidén de <cicatrices se puede demostLar pcr  una
reduccién de la distorsién causada por lés clcatrices
tratadas en comparacidén con la causada por l%s cicatrices
no tratadas. Se apreciard que la prevenciénl reduccidén o
inhibicién de la formacidén de <cicatrices se puede
demostrar por el desemperio mecdnico de [la piel sin
cicatrices que es mads similar al de las cicatrices

tratadas que al de las cicatrices no tratadas.

5. Contorno de 1la cicatriz y textura de 1la

cicatriz

El contorno de la cicatriz se puede investigar por
medio de la evaluacidén visual. Los parametros adecuados
para considerar en dicha evaluacién incluye si una

cicatriz estd nivelada o no con la piel | circundante,

. . . i .
ligeramente sobresalientes, ligeramente hendida,
hipertréfica o queloide. La textura de una cicatriz se
puede evaluar ccon referencia a aspecto de 1a cicatriz, y

esto se puede realizar por una evaluacién vigual respecto

de si la cicatriz, por ejemplo, es mate o brillante o

tiene aspecto rugoso o liso en comparacién;con la piel

sin cicatrices. I
La textura de la cicatriz se puede evaluar
1

adiciconalmente con referencia a si la cicatriz tiene la
l

misma textura que la piel sin cicatrices (textura
|

. . \ .
neormal), es solo palpable, firme o dura en comparacion

. . . . ] . .
con la pilel sin cicatrices. La textura de las cicatrices
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también se puede evaluar con referencia a |la escala de

Hamilton (descripta en Crowe et al, 19898).

. Ademas de las técnicas expuestas anteriormente,
existen numerosos dispositivos perfilométricos no
invasivos que usan métodeos odpticos o mecénicos para la
evaluacién del contorno y/o la textura de |la cicatriz.
Dichas evaluaciones se pueden llevar a cabo,en el cuerpo
del sujeto o, por ejemplo, en impresiocnes| de molde de
silicona de las cicatrices, o en moldes positivos hechos

con estas impresiones.

La prevencién, reduccién o inhibicidn de la
formacidn de cicatrices se puede demostrar %n el caso de
que las cicatrices tratadas tengan perfiles|y textura de
cicatriz mads comparables con la piel sin c}catrices que

las cicatrices no tratadas.

Evaluaciones fotograficas

Panel de posicion independiente r

La evaluacién fotografica de las cicatrices tratadas
]
y no tratadas puede ser realizada por un panel de

asesores de posicidén independiente vy lasi fotografias
estandarizadas vy <calibradas de las cic?trices. Las
clcatrices pueden ser evaluadas por un panel de posicidn
independiente para proporcionar datos de clagificacién en
categorias (por ej., qgue una cicatriz Lratada dada
"mejor", "peor" o "no diferente" cuando sé compara con
una cicatriz no tratada) y datos cuantitativos usando una
escala wvisual analdgica (VAS) basada en el método
descripto por Beausang et al (1998). La capﬁura de estos
datos puede utilizar programas de coméutacién y/o

sistemas electrénicos adecuados descriptos en la

solicitud de patente en tramite de los solicitantes.
i

i
L]
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Panel de expertos
La evaluacién fotografica de las cicatrices tratadas
y no tratadas puede ser realizada en forma alternativa

por un panel de asesores expertos fotografias

estandarizadas y calibradas de las cicatrices por
evaluar. El panel de expertos con preferencia consiste en
experto en el arte tales como cirujanos) plasticos vy

clentificos de antecedentes adecuados.

Dicha evaluacién puede proporcionar datos de
categorizacidén, como se describid antes o con respecto a

la comparacidén de imégenes con el transcurso del tiempo

de cicatrices tratadas y no tratadas seleccipnadas.
. .
Las evaluaciones adecuadas realizadas pueden
incluir:

La identificacién de la medjor cicatriz, gue a 1lo0s

I

fines de la presente invencidén se puede considerar que es

i

l

la cicatriz que se asemeja mas estrechamente a la piel
circundante. Una vez que la mejor cica@riz ha sido
identificada se  puede considerar la |magnitud de
diferencia entre las cicatrices, por ejemplo es la
diferencia entre 1las cicatrices leves u obvias. Otros
parametros que se pueden considerar incluyen el tiempo
mas inmediato después la formacidén de cicatFiz en el que
se pueden detectar diferencias entre las clcatrices, el
tiempo después de la formaéién en que la diferencia entre
las cicatrices es mas obvia (o0 alternativamente el
hallazgo de que la diferencia continua dequés del ultimo
punto de tiempo evaluado), asi como con§iderar si 1la
clcatriz mejor permanece o no en forma consﬁante mejor.
También se toma en consideracidén si una cicatriz es
0 no proporcionalmente mas roja que la o%ra, y si el
enrojecimiento se atenua en los tiempp de tiempo

considerados (o continda después del ulthmo punto de

|

|
|
|
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tiempo) y si es asi, a qué tiempo después de| la formacidn

de la cicatriz. Un panel experto también puede considerar
en gué tiempo después de la formacidn se hace detectable

|

cualquier diferencia de enrojecimiento, @asi como el
tiempo después de la formacién en que la diferencia de
enrojecimiento es mas obvia.

Un panel experto también puede considerar si una
cicatriz tratada o no tratada es o no proporcionalmente
més blanca que la piel sin cicatrices. En el caso que sea
detectable una diferencia en la blancura se puede tomar
en consideracidén el tiempo después de la formacidén de la
cicatriz en que se puede detectar la diferencia, el
tiempo en que la diferencia es mas obvia y,el tiempo en

que la diferencia desaparece.

Otro parametro que puede ser evaluado |por un panel

de expertos es la textura de cicatrices tratadas y no
tratadas. En la comparacidén de cicatrices tratadas y no
tratadas panel de expertos puede considerag cual de las
cicatrices tiene la mejor textura de piel, bl tiempo més
inmediato después de la formacidn de la ci&atriz en Jue
se puede detectar cualquier diferencia lpresente, el
tiempo postericr a la formacidn en qhe cualquier
diferencia es mas cbvia, y el tiempo en gue cualquier
diferencia desaparece.

La comparacidédn de cicatrices tratadas y no tratadas

%icatrices es

puede evaluar adicionalmente, cual de las
mas angosta, y cudl de las cicatrices es més corta.
También se puede tomar en- consideracidén la forma de la
clcatriz y la proporcidn del margen de la c%catriz que se
puede distinguir de la piel circundante. Como se
describid previamente también se pueden cbnsiderar las

evaluaciones visuaies vy las evaluacion@s de color,

, . . . . .
presencia, grado y ubicacidén de 1la hlperplgwentac1on.

1

72
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Como se indicé anteriormente, una de llas maneras en
que ée‘ puede comparar la calidad de l?s cicatrices
tratadas y no tratadas es por la evaluacidn \microscdpica.
La evaluacidén microscédpica de la calidad de la cicatriz
normalmente se puede llevar a cabo usaqdo secciones
histoldégicas de las cicatrices. El proceso de la
evaluacién y medicién microscépica de 1las cicatrices
puede tomar en consideracidén los datos de cgtegorizacién

basados en los siguientes parametros adecuados:
|

|

1. Restitucidn epidérmica. Se d?be prestar

Eién de 1las

atencidon particular al grado de restaura
crestas interpapilares y el espesor de ila epidermis
restaurada.
|
2. Angicgénesis e inflamacién. Se puede tomar en
censideracidn el nimero de vasos sanguineos presentes, el
tamano de los vasos sanguineos presentes y lla evidencia
de inflamacidn, que incluye una evaluacidn Fe cualquier
nivel de inflamacidén presente.
!
3. Organizacidn del coldgeno. En la evalluacidn de la
organizacidén del coladgeno se puede hacer referencia de
las fibras de «colageno presentes en 1la cicatriz, la

densidad de dichas fibras y el grosor de 1la fibra de

colageno en la dermis papila y reticular.

4. La evaluacidén de la escala visual anaiégica {VAS)
|

de la organizacidén del colédgeno para la dermis papilar vy

para la dermis reticular también puede proporcionar un
|

indice de la calidad de la.cicatriz.
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5. Otros rasgos gue se pueden tomar en cuenta para
evaluar 1la <calidad microscépica de las cicatrices
incluyen la elevacién o depresién de la cicagriz respecto
de la piel circundante sin cicatrices y la prominencia o

visibilidad de la cicatriz en la interfaz dérmica normal.

6. Se observara que las evaluaciones descriptas
anteriormente permiten la generacién de datos de
clasificacién de cicatrices que permiten proporcionar una
indicacién respecto de si una cicatriz tratada es mejor,
peor o no diferente comparada con una cicatriz control,
nce tratada u otro comparador adecuado. |

Ademés de los datos de categorizacidn, se pueden
generar datos cuantitativos (con preferencia Eelacionados
con los parametros anteriores) usando analisis de imagen
en combinacién con técnicas de visualizacién adecuadas.
Los ejemplos de técnicas de visualizaciédn aqecuadas que
se pueden emplear en la evaluacidén de la cagidad de la
cicatriz son tinturas histolégicas ¢ de inmdnomarcacién
especificas, en donde se puede determinar
cuantitativamente el gradd de tincidn o marcacidén por
andlisis de imagen.

Los datos cuantitativos se pueden producir en forma

util y facil en relacidén con los siguientes pardmetros:

1. Ancho, altura, elevacidén, volumen y |drea de la
cicatriz.

2. Espesor epitelial y 4&rea de cobeftura (por
ejemplo, el Area de epidermis presente en una lcicatriz o
la proporcidn de una herida con ccbertura epidérmica).

3. Numero, tamano, area (es decir, tran%versal) y
ubicacién de los vasos sanguineos. :

4. Grade de inflamaciédn, numero, ubacacién Y

poblaciones/tipos de células inflamatorias pres?ntes.
|

i
|
|
!
|
|
i
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5. Organizacién del colégéno, espeso% de la fibra
de colageno, densidad de la fibra de colégenco.

La prevenciédn, reduccién o inhibilcién de 1la
formacién de cicatrices se puede demostrar por un cambio

en cualqguiera de los pardmetros considerados

anteriormente, de modo gque una cicatriz' tratada se
asemeje mas estrechamente a una piel sin cicatrices que
una cicatriz control o no tratada (u otro comparador
adecuado) .

Las evaluaciones y . parametros descriptos son
adecuados para las comparaciones de los efectos de los
péptidos o medicamentos de la invencidn en) comparaciédn
con el tratamiento control, placebc o atencién estandar
en animales o humanos. Se pueden usar pruebas
estadisticas apropladas para analizar los c¢onjuntos de
datos generadocs a partir de diferentes tratamgentos a fin
de investigar la significacidén de los resultaaos.

Con preferencia la prevencion, r%duccién o
inhibicidén de la formacion de Cicatriceé se puede
demostrar con referencia a mas de un parémeﬂro. Con mas
preferencia, la prevenciédn, reduccidén o inhiﬁicién de la
formacién de cicatrices se puede demostrar coﬁ referencia
a un parametro clinico (es decir, observado eﬁ el sujeto)
y un pardmetro fotogrdfico. Aun con més pre&erencia la
prevenciodn, reduccidén o inhibicidén de 1la férmacién de
cicatrices se puede demostrar con referencia a un

|
pardmetro clinico, un pardmetro fotografico y!también un
parametro de evaluacidn microscodpica (por Fjemplo un
parametro histoldgico). Con méxima prefefencia, la
prevencién, reduccidén o inhibicidn de la ermacién de
cicatrices se puede demostrar con referencia a,un puntaje
|

de VAS clinico, puntaje VAS de panel de posicidn externa
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y clasificacidén (a partir de imagenes fotogréficas) vy
puntaje VAS microscdpico de la dermis reticular.

El uso de métodos y medicamentos de |la invencién
adecuados permite producir una rédpida mejora del aspecto
cosmético de un A&rea lesionada asi tratada. Las
consideraciones cosméticas son importantes en varios
contextos clinicos, en particular cuandc las heridas se
forman en sitios del cuerpo importantes tales como cara,
cuellec y manos. En consecuencia la inhib%cién de 1la
formacién de cicatrices (que con preferencialpuede estar
en combinacién con la curacidédn de heridas acelerada) en
dichos sitios donde se desea mejorar el aspecto cosmético
de 1la cicatriz formada representa una | realizacidn
preferida de la invencién.

Ademds de su impacto cosmético la formacidn de
cicatrices de la piel es responsable de una cantidad de
efecto deletéreos que afectan a 1los sufren de dicha
formacién de cicatrices. Por ejemplo, la formacidn de
clcatrices en la piel se puede asociar con reduccidn de
la funcidén fisica y mecdnica, en particular en el caso de
las cicatrices contractiles (tales como las| cicatrices
hipertréficas) y/o situaciones en las que las| cicatrices
se forman en las articulacicnes. En estos |casos, las
propiedades mecanicas alteradas de la piel con
cicatrices, en contraste con la piel sin cicatrices, vy
los efectos de la contraccién de la cicatriz pueden
llevar al movimiento drédsticamente restringigo de una
unioén (articulacidn) efectuada de este ﬁodo. Por
consiguiente se prefiere una realizacidn eﬁ gue los

i

. - . s !
medicamentcs y métodes de la invencidn adecuados sean

I

usados para prevenir, reducir o inhibir la formacién de
I

cicatrices e heridas gque cubren las articulaciones del

cuerpo (con preferencia que también aceleren la curacidn
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de dichas heridas). En otra realizacién preferida, 1los
medicamentos y métodos de la dinvencidn adecuados se
pueden usar pard promover la Curacién| de  heridas
acelerada y/o prevenir, reducir o inhibir la| formacidén de
cicatrices de heridas con alto riesgo de formar una

clcatriz contréactil.

E1l grado de formacién de la cicatriz, y en
consecuencia el grado de deterioro cosmético u otro que

puede ser causado por la cicatriz, también! puede estar

|

influido por factores tales como la tensiénldel sitio en

que se forma la herida. Por ejemplo, se sabe que la piel

bajo tensidon relativamente alta (tal comJ la que se

|

extiende sobre el tdrax, o asociada con
}
formacién de

cicatrices mas graves que en otros sitios corporales. En

lineas de

tensidén) puede estar ~predispuesta a la

consecuencia, en una realizacién preFerida los
medicamentos y métodos de la invencién adecuados se
pueden usar para promover la curacidn }de heridas
acelerada y/o prevenir, reducir o inhibir la formacién de
cicatrices de heridas ubicadas en sitios de élta tensidn
cutanea. Existen muchos procedimientos quirﬁréicos que se
pueden ‘usar en la correccidn de la cicatriz p%ra permitir
el realineamiento de las heridas y las cicatr%ces de modo
que estas sean sujeto para la tensién  reducida.
Probablemente el mas conocidc de estos es la!"plastia en
z" en la que dos colgajos en forma de V della piel se
transponen para permitir la rotacidén de una linea de
tensién. En consecuencia en una realizacidén mas preferida
dichos medicamentos y métodos de la invenc%én se usan
para promover lé curacién de heridas ac%lerada y/o
prevenir, reducir o inhibir formacién de ci?atrices de

heridas durante la correccidn quirtrgica de las

cicatrices desfigurantes.

|
|
|
|
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La formacién de cicatrices patolégicaé puede tener
efectos deletérecs mas pronunciados gue se originan como
resultado de la formacidn normal de cicatrices
relativamente severas. Los ejemplos comunes de cicatrices
patoldgicas incluyen cicatrices hipertrdficas Y
gqueloides. Se reconoce que cilertos tipocs de heridas o
ciertos individuos puedeﬁ estar predispuestos a la
formacidén de cicatrices patoldgicas. Por | ejemplo, se
puede considerar . que los individucs de herencia
afrocaribefia, japonesa o mongoloide, o© log que tienen

antecedentes familiares de formacién d% cicatrices

patoldgicas tienen riesgo aumentado de formacidén de
cicatriz hipertréfico o gueloide. Las heridas de nifos, y
en particular las heridas de quemaduras de niﬁos, también
se asocian con aumento de la formacidén de cicatrices
hipertréficas. Por consiguiente se pfefiere una
realizacién de la invencidn en que los medicamentos vy

métodos adecuados se usen para promover lai curacidn de
|

|
(
1

formacién de cicatrices de las heridas en las que hay un

heridas acelerada vy/o prevenir, reducir o! inhibir la
riesgo aumentado de formacién de cicatrices patolégicas.
31 bien los individuos ya sujeto de la formacidn de

cicatrices patoldgicas sufren de una predisposicidén para
la formacidn de cicatriz adicional excesiva|a menudo es
clinicamente necesario <corregir quiruargicamente las
cicatrices hipertréficas o queloides, cont un riesgo
acompanante de la consecuente formacidén de cicatrices

patoldgicas. En consecuencia, en una realizacidn

preferida de 1la invencidn, los medicamentos y métodos
adecuados se usan para promover la curaciéﬁ de heridas
acelerada y/¢ prevenir, reducir ¢ inhibir formacidn de
cicatrices de heridas producidas por la correccién

gquirdrgica de cicatrices patoldgicas.

e SJ\
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Se recoconoce ¢gue las heridas resultantes de las
lesiones por quemaduras (que para los (fines de la
‘presente invencidén también abarcan las |lesiones por

escaldadura que inveolucran los gases o] liguidos

calientes) se pueden extender en grandes lareas de un

|

individual afectado de este modo. Por consiguiente, las
quemaduras puede originar la formacién de lalcicatriz que
cubre una gran proporcidén del cuerpo de un |paciente, de
este modo aumenta el riesgo de que la cicatriz formada
cubra A&area de importancia cosmética elevada (tal como
cara, cuello, brazos o manos) o de importancia mecanica
(en particular las regiones que cubren o godean a las
articulaciones). Las lesiones por guemaduras causadas por
liquidos calientes con frecuencia son sufridas por los
nifios {por ejemplo como resultado del (volcado de
sartenes, pavas o similares) y, debido al tamafio corporal
relativamente mas pequerlic de los %iﬁos, es
particularmente probable gque estas lesiones kausen dano
extenso en una alta proporcidén del area corpoﬁal. En otra
realizacién preferida de la invencién los me&icamentos Y%
métodos adecuados se usan para promover la ;uracién de
heridas acelerada y/o prevenir, reducir |{o inhibir
formacién de cicatrices de heridas prochidas por
lesiones por guemaduras.

Como se indicd anteriormente, la curaciodonl|de heridas
como respuesta a las lesiones por quemaduras con
frecuencia se asocia con los resultados adve%sos de la
formacién de cicatrices, tal como la formacién de las
cicatrices hipertréficas. Otra consecuencia del tamafio
relativamente grande de las lesiones por queTaduras es
que estas son particularmente sensibles% a las

. . . . iy
complicaciones tales comc infeccidn y desecacidn gue se

originan debido a la carencia de una capa tepitelial

1
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funcional. A la luz de lo anterior se apreciard que los
métodes y medicamentcs de la invencidn jadecuados se
pueden usar en el tratamiento de las l|lesiones por
guemaduras para reducir el nivel de formacién de
cicatrices producidas como resultado de la herida y/o
acelerar 1la reconstitucién de una barrera epitelial
funcional.

"Los inventores han hallado que loa métodos vy
medicamentos de la invencién gque utilizan monémeros tales
como los que comprenden la Secuencia ID No. 3 son capaces
de promover la reepitelizacién. Por consiguiente dichos
métodos y medicamentos son particularmente gfectivos en
tratamiento de todas las lesiones que involucran el dafo
a una capa epitelial. Dichas lesiones se ejemplifica, sin
limitacién por lesiones en la piel, en quelse dafia la
epidermis. Sin embargo se apreciarid gque dichos métodos vy
medicamentos de la invencidén también son aplicables a
otros tipos de heridas en las que se dafian log epitelios,
tales como lesiones que involucran los| epitelios
respiratorios, epiteliocs digestivos o) epitelios
circundantes de los tejidos u odrganos interncs (tales
como los epitelios del peritoneo).

La curacidén de las heridas que invelucran el
peritoneo (el revestimiento epitelial de 1los oOrganos
internos, y/o el interior de la cavidad corporal) con
frecuencia puede originar adhesiones. Dichas;adhesiones
con una consecuencia comin de la cirugia gque| involucra
tejidos ginecoldégicos o ‘intestinales. Los |inventores
consideran que la capacidad de los métecdos y m%dicamentos
de la invencidén (que utilizan mcnémeros adecuados tales
como los gque comprenden la Secuencia ID No] 3} para
acelerar la regeneracidén del peritoneo a la vez que

reducir la formacidén de <cicatrices puede reducir la
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incidencia de fijacidén inapropiada de porciones del
peritoneo entre si, y de este modo se reduce la aparicidn
de adhesiones. Por consiguiente, el uso de dichos métodos
y medicamentos de la invencidn para prevenir‘la formacidn
de adhesiones intestinales o ginecocldgicas r%presenta una
realizacidn preferida de la invencién. En gfecto el usoc
de dichos métodos ¢ medicamentos de la inﬁencién en la

|
curacién de cualquier herida que involucre !'al peritonec

es una realizacién preferida. 1
|
Los métodos y medicamentos de la invencidn se pueden

usar profilacticamente, por ejemplo en sitios donde no
I

existe herida pero donde de otro modo se po@ria originar
|

una cicatriz o formarse una herida crédnica. A modo de

ejemplo los medicamentos de acuerdo con la |[invencidn se

pueden administrar en sitios que experimentaran herida
como resultado de procedimientos elegidos | (tales como
cirugia), o en sitios gue se consideran de a%to riesgo de
herida. Se puede preferir que los medicamentos de la
invencién se administren en el sitio allrededor del
momento de la herida, o inmediatamente %ntes de la
formacién de una herida (por ejemplo en peri&do de hasta
seis horas antes de la herida) o los medicamentos se
pueden administrar en un tiempo inmediatamerte antes de
la herida (por ejemplo hasta 48 antes de la formacidén de
la herida). Los expertos . apreclarédn que los 'momentos de
maxima preferencia . de administracién anFes de 1la
formacién de una herida se determinaradn con referencia a
diversos factores, que incluyen la formulacidén y via de
administracién del medicamento seleccicnado, la dosis del
medicamento administrado, el tamarfic y naturaleza de la
herida que se forma y el estado biolégico d?l paciente
(que se puede determinar con referencia a faétores tales

|
como edad, salud y predisposicidn a las compl%caciones de

t
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curacidén o formacidén de cicatrices adversas del
paciente) . El uso profildctico de los métodos vy
medicamentos de acuerdo con la invencidn es una
realizacidén preferida de - 1la invencidn, v es
particularmente preferida para la promocidén de 1la
curacidén de heridas acelerada y/o prevencién, reduccién o
inhibicién de la formacidén de cicatrices e? el contexto
de las heridas quirurgicas.

Los métodos y medicamentos de la inve#cién también
pueden promover la curacidédn de heridas acelerada y/o la
formacién de cicatrices inhibida si se admin?stra después
de gue se ha formado una herida. Se prefi%re gque dicha
administracién deberia ocurrir tan temprdno como sea
posible después de la formacidén de la herﬂda, pero los
agentes de la invencidén pueden promover la'curacién de

o inhibir

heridas acelerada vy/o ©prevenir, reducirc
formacidén de cicatrices en cualquier momento!hasta que se
haya completado el proceso de curacién (es decir, incluso
en el caso de una herida ya se haya curado éarcialmente;
los métodos y medicamentos de la invencidn se pueden usar
para promover la curacién de heridas aéelerada y/o
prevenir, reducir o inhibir formacién de cicatrices
respecto de la porcidn no curada restante). |Se apreciara
que la "wventana" en que se pueden usar lés métodos vy
medicamentos de la invencidén para promover la curacidn de
heridas acelerada vy/o prevenir, reducir| o inhibir
formacidén de cicatrices depende de la naturaleza de la
herida en cuestidn (que incluye el grado de|dafio que ha
producido y el tamano del &rea herida). De este modo en
el caso de una herida grande los métodos y Fedicamentos
de la invencién se pueden administrar relativamente tarde

en la respuesta de curacidén, ya que aun pueden promover

la curacidén de heridas acelerada y/o prevenif, reducir o
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inhibir formacién de cicatrices. Los métodos y
medicamentos de la invencién, por ejemplo, con
preferencia se pueden administrar dentro de} las primeras
24 horas después de que se forma una her#da, pero aun
pueden promover la curacidén de heridas dcelerada y/o
prevenir, reducir o inhibir formacidén de cicatrices si se
administran hasta diez, o mas dias después d? la herida.

Los métodos y medicamentos de la invencién se pueden
administrar en una o mas ocasiones, segun corresponda, a
fin de promover la curacién de heridas acelerada vy/o
prevenir, reducir o inhibir formacidén de ciéatrices. Por
ejemplo, se pueden administrar cantidades
terapéuticamente efectivas de los medicamentos a una
herida tan frecuentemente como se req&iera hasta
completar el proceso de curacién. A modo de egjemplo, 1los
medicamentos de la invencién se pueden | administrar
diariamente o dos veces por dia a una herida durante al
menos los primeros tres dias posteriores a la formacidn
de la herida. Los inventores han hallado que los
regimenes gue involucran dos administraciones de
medicamentos de 1la invencidén, el primero %ntes de 1la
formacidén de una herida y el segundo después #e la herida
son particularmente beneficiosos para feducir la
formacién de la cicatriz. Con preferenéia dichos
regimenes pueden incluir una primera administracién
inmediatamente antes de la formacién de una hFrida Y una
segunda administracién 24 horas después de la herida.

Con méaxima preferencia los métodos y medicamentos de
la invencién se pueden administrar tanto antes como
después de la formacidén de una herida. Los inventores han
hallade que la administracidén de los medicamentos de la
invencidén inmediatamente antes de la formac%én de una

herida, seguido por la administracidén diarial de dichos
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agentes en los dais posteriores a 1laj] herida, es
particularmente efectivo para promover 1l1a, curacidén de
heridas acelerada vy/o prevenir, reducir o inhibir

formacidén de cicatrices.

Para los fines de la presente memoria descriptiva
por "agente" o "agente de la invencién" se éntiende TGF-B
monomérico bioldégica o terapeuticamente activo. Dichos
agentes con preferencia pueden ser TGF-p monoméricos tipo
salvaje Y con mas preferencia pueden ser TGF-pB
mqnoméricos capaces de promover la curaci@n de heridas
acelerada y/o inhibir la formacidn de cicatrices, el
ejemplo preferido comprende el mondmero e§puesto en la
Secuencia ID No. 3. Se apreciard que toﬁos estos se
pueden incorporar en los medicamentos de a%uerdo con la
invencidn, y se pueden usar en los métodos| o usos de la
invencidn.

Se apreciard que la cantidad de un medicamento de la
invencidén que se debe aplicar a una herida depende varios

factores tales COomo la actividad bicldgica Y

biodisponibilidad del agente presente en el medicamento,
gque a su vez depende, entro otros factores, de la

naturaleza del agente y el modo de administracién del
medicamento. Otros factores para determinag una cantidad
terapéutica adecuada de un medicamento puedén incluir:

A) La vida media del agente en el sujeto
tratado.

B) La patologila especifica tratada (por ej.,

herida aguda o heridas croénicas).

C) La edad del sujeto.

La frecuencia de administraciéon también estaré
influida por los factores mencionados anteriormente y en
particular la vida media del agente elegido dentro del

sujeto tratado.
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En general cuando se usan los medicamentos de
acuerdce con la invencidn para tratar heridJs existentes,
el medicamento se deberia édministrar tan pronto como se
produzca la herida (o en el caso de las heridas que no
sean inmediatamente evidentes, tales como|l las de 1los
sitios corporales internos, tan pronto como|la herida ha
sido diagnosticada). La terapia con loF métodos ©
medicamentos de acuerde con la invencidn deberia
continuar hasta que el procesc de curaciédn sea acelerado
y/o prevenido, reducido o inhibido 1la |formacic’m de
cicatrices hasta la satisfaccidén del médico.

La frecuencia de administracidn dependera de la vida
media bioldgica del agente usado. Normalmente se deberia
administrar una crema o ungiiento gue contiene un agente
de la invencidén a un tejido blanco de modo que la
concentracidén del agente en una herida se mantenga en un
nivel adecuado para tener un efecto terapéutico. Esto

puede regquerir la administracidn diaria o ipcluso varias

|
|

Los medicamentos de 1la invencidn, se pueden

veces por dia.

administrar por cualquier via adecuada capaz de obtener
el efecto deseado de promover la curacién dé heridas y/o
prevenir, reducir o inhibir la formacién de cicatrices,
perco se prefiere que los medicamentos se administren en
forma local en un sitio de la herida.

Los inventores han hallado que la promocidén de la
curacién de heridas acelerada y/o prevenciénL reduccidén o
inhibicién de la formacidén de cicatricgs se puede
efectuar por la administracidén de un abente de la
invencidén por inyeccidén en el sitio de 1la' herida. Por
ejemplo, en el caso de las heridas dérmicas,; los agentes
de 1la dinvencidén se pueden administrar por medio de

inyeccidn intradérmica. En consecuencia un medicamento
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preferido de acuerdo con la invencidn %omprende una
solucidn inyectable de un agente de la ihvencién (por
ej., para la inyeccién alrededor de los margenes de un
sitio de dafo epitelial o un sitic con probgbilidades de
dano). Las formulaciones adecuadas para usar en esta

En forma alternativa o adicional, los, medicamentos

l
realizacidén de la invencidn se consideran a Fontinuacién.
de la invencidn también se pueden administrar en forma
topica para promover la curacidn de heridas lacelerada y/o
prevencidén, reduccidén o inhibicién de la |formacidn de
cicatrices. Dicha administracién se puede efectuar como

parte de la atencién inicial y/o de seguimiento del &rea

herida.

Los inventcres hallan que la promocién de la

|
curacidén de heridas acelerada y/o prevencidnl, reduccidn o

inhibicidn de la formacidn de cicatrices esté

|
particularmente mejorada por la aplicacién |tdépica de un

agente de la invenciodn a una herida (o, en el caso de 1la
aplicacién prefilactica a un tejido o siFio donde se
forma una herida}.

Las composicicnes o los medicamentos gque contienen
los agentes de la invencidén pueden adoptar %uchas formas
diferentes que dependen en particular de la manera en que

estos se usan. En consecuencia, por ejemplo,| estos pueden

estar en forma de un liquido, unguento,i crema, gel,
hidrogel, pcolvo o aerosol. Todas estas compgsiciones son
adecuadas para la aplicacién tédpica a una herida, que es
un medio de administracidn preferido de los ggentes de la

r
invencién a un sujeto (persona o animal) que necesita el

tratamiento. I
. ey l .
Los agentes de la invencidn se puedenlpropor01onar
. . |
en un vendaje o parche esmeril, gue se puede usar para

cubrir una herida u otrc sitio de dafio epiteiial tratado.

!
|
|
)
|
1
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Se apreciard que el vehiculo de una coﬁposicién que
comprende los agentes de la invencidén deber uno que sea
bien tolerado por el paciente y que permita [la liberacidn
del agente a la herida. Dicho vehiculo con preferencia es
biodegradable, bioresolvible, bioresorbible v/o no

inflamatorio.

Los medicamentos y las composiciones que comprenden
los agentes de la invencidn se pueden usar de varias
maneras. En consecuencia, por ejemplo, una cpmposicién se
puede aplicaren la herida y/o alrededor de ¢lla a fin de
promover la curacidén de heridas acelerada y/o prevenir,
reducir o inhibir formacidén de cicatr%ces. Si  la
composicién se aplica a una herida "existen%e", entonces

el vehiculo aceptable para uso farmacéutico|seré uno que

sea relativamente "moderado", es decir, un|vehiculo que

es Dbiocompatible, biodegradable, bioresolvible vy no
| .

inflamatorio.. |

|

Un agente de la invencidén, o un Acido;nucleico que
codifica dicho agente (como se considerg también a
continuacidén), se puede incorporar en un dispositivo de

.
liberacidén lenta o retardada. Dichos dispésitivos, por
ejemplo, se pueden colocar sobre la pie1 0 insertar

debajo de ella y el agente o Acido nucleico se puede

liberar durante dias, semanas © aun meses. Dicho

dispositivo puede ser particularmente util para 1los
pacientes (tal como los que sufren de heriéas crbénicas)
que requieren la promocién de 1la curaciép de heridas
acelerada y/o prevencidn, reduccidén o inhiﬁicién de la
formacidén de cicatrices a largo plazo. Los!dispositivos
pueden ser particularmente ventajosos cuando| se usan para
la administracién de agente o Aacido ?ucleico que
normalmente requeriria administracidén frecuente (por ej.,

b
al mencs administracidén diaria por otras vias).

|
|
!
I
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Las dosis diarias de un agente de la |invencién se

pueden dar como administracién udnica (por ej., una
aplicacién diaria de wuna formulacidén tépica o una
inyeccién diaria). Alternativamente, el agente de 1la
invencién puede requerir administracién dos| veces o méas
durante un dia. En otra alternativa, se phede usar un
dispositivo de liberacidédn lenta para proveer dosis
dptimas de un agente de la invencidédn a un paciente sin la
necesidad de administrar dosis repartidas.

En una realizacidén un vehiculo farmacé$tico para la
administracién de un agente de la invenciénipuede ser un
liguido y una composicidén farmacéutica adec@ada en forma
de solucidén. En otra realizacidn, vehiculo aEeptable para
uso farmacéutico es un sé6lido y una composifién adecuada
estqd en forma de un polvo o comprimido. En una
realizacidén adicional el agente de la invencidén se puede
formular como parte de un parche transdérmico aceptable
para uso farmacéutico. |

Un wvehiculo sdélido puede incluir ]una 0 mas
sustancias que también pueden actuar como agentes
saborizantes lubricantes, solubilizantes, agentes de
suspensiodn, rellenos, deslizantes, auxiliares de
compresidn, aglutinantes o agentes de desintegracidn de
comprimidos; también puede ser un %aterial de
encapsulado. En 1los polvos, el vehiculo es un sélido
finamente dividido que estd en una mezcla %on el agente
de la invencidén finamente dividido. En los! comprimidos,
el agente de la invencidn se mezcla con unlvehiculo que
tiene las ©propiedades de compresiodn’ nécesarias en
propocrciones adecuadas y se compactan en| la forma vy

tamafo deseados. Los polvos y comprimidos con preferencia

contienen hasta 99% del agente de la invencidén. Los

vehiculeocs sdlidos adecuados  incluyen, or ejemplo,
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fosfato de calcio, estearato de magnesio, talco,
azucares, lactosa, dextrina, almidén, gelatina, celulosa,
polivinilpirrolidina, ceras de fusidn baja |y resinas de
intercambio idnico.

Los vehiculos liguidos se pueden usar para preparar
soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes, elixires y

composiciones presurizadas. El1 agente de la| invencién se

puede disolver o suspender en un vehiculo liquido

|

aceptable para uso farmacéutico tal como agua, un
solvente organico, una mezcla de ambos © ac%ites O grasas
aceptables para wuso farmacéutico. EI veh%culo liquido
puede contener otros aditivos farmacéutiﬁos adecuados
tales como solubilizantes, emulsionant%s, buffer,
conservantes, edulcorantes, agentes saborizantes, agentes
de suspensién, agentes espesantes, coclorantes,
reguladores de viscosidad,. estabilizantes o regquladores
osméticos. Los ejemplos adecuados de lgs vehiculos
liquidos para la administracién oral vy parenteral
incluyen agua (que parcialmente contienen %ditivos como
anteriores por ej., derivadocs de célulosa, con
preferencia solucidén de carboximetilcelul%sa sbdica},
alcoholes (que incluyen alcoholes monchidricos 3%
alcoholes polihidricos, por ej., glicoles) Y  sus
derivados, y aceites (por ej., aceite de coco fraccionado
y aceite de mani). En general se prefiere gque lose
medicamentos o métodos de la invencidén utilizan
formulaciones en las que los TGF-p monom%ricos, tales
como TGF-f3, se proporcionan en ausencia qe alccholes.
Dichas formulaciones libres de alcohol! pueden ser
particularmente preferidos. para usar en %itios de 1la
herida (o sitios donde se forman las heridas? debido a su
naturaleza relativamente "moderada". ! Para la

!
: i
administracidén parenteral, el vehiculo también puede ser
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un éster oleoso tal como oleato de etilo yimiristato de
isopropilo. Los vehiculos liquidos adecuadés son utiles
en las composiciones forma liquida estéril para la
administracién parenteral. El vehiculo liquido para las
composiciones presurizadas puede ser un | hidrocarburo
halogenado u otro propelente aceptabl$ para uso

PR |
farmacéutico.

Las composiciones farmacéuticas 1iqu%das que >son
soluciones o suspensiones estériles se pueden utilizar
por ejemplo, para inyeccidén intramuscular, intratecal,
epidural, intraperitoneal, intradérmica, dintraestrcmal
(cérnea) o subcutadnea. Las soluciones estériles también
se pueden administrar por via intravenosa.lEl agente de
la 1invencidn se puede preparar como una composicidn
sdlida estéril que se puede discolver o suspender en el
momento de la administracién usando agua estéril,
soluciédn salina u otro medio inyect;ble estéril
apropiado. Los wvehiculos deben incluir aglutinantes,
agentes de suspensién, lubricantes vy cohseerntes inertes
y necesarios.

En la situacidén en que se desea administrar un
agente de la invencidén por medio de ingéstién oral, se
apreciard que el agente elegido con preferencia sera un
agente que tenga un grado elevadoc de resistencia a la
degradacidén. Por ejemplo, el agente de la ;invencidn se
puede  proteger {(por ejemplc usando %as técnicas
descriptas anteriormente) de modo gque se reduce su
velocidad de degradacién en el aparato digesFivo.

Las composiciones de los agentes de la ;nvencién son
adecuados para usar para promover 1la curacién de heridas
acelerada y/¢o inhibir la formacidén de cicaﬁrices en la
cdédrnea. Las heridas en la cdrnea pueden ;provenir del

trauma en el ojo que surge como resultado |de la lesidn
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accidental (considerada anteriormente) o como resultado
de las operaciones quirurgicas (por ej., cirugia laser en

la cérnea). En este caso un medicamento de| la invencidn

preferido puede estar en forma de una gota ocular.

Los agentes de la invencién se pueden usar en una

|
variedad de heridas "internas" (es decir,| heridas que

aparecen dentro del. cuerpo, mds dque en una superficie
|
externa). En consecuencia por ejemplo, los| medicamentos

de acuerdo con la invencidn se pueden forqular para la
. . . \ o
inhalacién para el uso en las heridas que se originan en

los pulmones u otros epitelios respiratorios).

Los procedimientos conocidos, tales coTo los que se
enplean convencionalmente en la industria, farmacéutica
(por ej., en experimentacidén in vivo, ensayos clinicos
etc), se pueden usar para establecer Eormulaciones
especificas de las <composiciones que comprenden los
agentes de la invencidn y regimenes terapéuticos precisos
para la administracién de dichas composiciones (tales
como dosis diarias del agente activo y la %recuencia de
administracidn).

Una dosis diaria adecuada de un agente de acuerdo
con la invencidén puede promover la curacidén de heridas
acelerada y/o prevencién, reduccidén o inhibicidén de la
formacién de cicatrices depende de una Ivariedad de
factores que incluyen {pero sin limitacidn} la naturaleza

del tejido herido, é&rea y/o profundidad de 1la herida

+
'

tratada, la gravedad de 1la herida, y la' presencia o

formacion de

ausencia de factores predisponentes a la
cicatrices patolégicas o heridas crénicas.

A modo de ejemplo, la cantidad de un agente activo
gque se puede administrar a una herida o sitio de dafio
epitelial en una Unica frecuencia de trqtamiento con

preferencia puede estar en la regidén de |50-200 ng/cm
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lineal de herida o cm? de dafio epitelial (si se

administra por inyeccidén), o 100-300 ng/em lineal de

2

herida o cm® de dafio epitelial (si se administra por via

toépical) .
A modo de ejemplo adicional, la cantidad de un

agente activo preferida para administrarse en forma

|

en la regidn de 50 ng/cm lineal de herida o c® de daiio

diaria a una herida o sitioc de dano epitelial puede estar
epitelial (si se administra por inyeccidn}, o 100 ng/cm
lineal de herida o cm® de dafio epitelial (si se
administra por via tépica).

A modo de ejemplo, la cantidad total |de un agente

active que se puede administrar por inyeccién local a una
herida o sitio de dafo epitelial con preferencia puede
estar en la regidén de 50 ng/l00 pL por cent&metro lineal
de herida o cm? de dafio epitelial, dado una vez por dia
hasta a tres dias, de este modo proporcicna una dosis
total de 150 ng/cm lineal de herida o |cm® de dafio
epitelial.

En el caso de la aplicacién tépica a heridas agudas
0 sitios de dafio epitelial, una cantidad a?ecuada de un
agente activo con preferencia puede estar en, la regidn de

100 ng/lineal de herida o cm®

de danfio epitelial, dado una
vez por dia hasta 3 dias, de este modo proporciona una
dosis total de 300 ng/cm lineal de herida o cm? de dafio
epitelial.

Sin restar mérito a lo anterior, la cantidad de un
agente de acuerdo con la invencién neceséria para el
tratamiento de las heridas u otros sitios de dafio
epitelial normalmente estardn estard en el ﬁango de 1 pg
a 1 mg del agente administrado por centimeéro lineal de

herida o darfio epitelial durante 24 horas,:si bien esta

figura se puede modificar hacia arriba o hacia abajo en

!
!
|
!
i
|
!
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respuesta a los factores descriptos ante%iormente. El
agente con preferencia se puede proporcionar en la forma
de una solucidén 1 pg/l00 uL - 1 mg/100 pnL %el agente, vy
100 plL de dicha solucién administrada p&r centimetro
lineal de herida d dafio epitelial durante un periodo de
24 horas.

El agente. con mas preferencia se puede administrar
como una solucién 10 pg/l00 pL - 100 pg/100 ulL con 100 uL
de dicha scolucién administrada por centimeéro lineal de
herida o dafio epitelial durante un periocdo dg-24 horas.

Con maxima preferencia el agente se puede
administrar como una solucién de 1 ng/lOb pL - 1000
ng/100 pL con 100 pL de dicha solucidén administrada por
centimetro lineal de herida o dafio epiteli%l durante un
pericdo de 24 horas.

3

En general, las composiciones gque comprenden los

T

!
agentes de la invencién se deberian formular de modo que

cuando se administran a wuna herida se |obtenga una
concentracién del agente entre 0,79 pM yi 0,72 mM por
centimetro lineal de herida o dafo ep%telial. Con
preferencia el agente s5€e puede proporcionar a
concentraciones de entre 7,92 pM y 0,078 mM p%r centimetro
lineal. ‘

Un agente de la invencién (tal como el béptido de la

Secuencia ID No. 3) se puede adminthrar a una

concentracién de entre 0,79 pM v 0,73 mM. Con preferencia-

un agente de la 1invencidén se puede administrar a una
concentracién de entre 7,9 pM y 0,079 mMi Con maxima
preferencia un agente de 1la invenciéﬁ se puede
administrar a una concentracién de entre 0479 nM vy 0,79
pM. i

Solo a modo de ejemplc una soluciédn iéyectable que

contiene entre 10 pg/100 uL y 100 ng/l00 pLide un agente
l

|
!
|
|
|
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de la invencién (tal come el péptido de laf Secuencia ID
No. 3) es adecuada para la aplicacidén para promover la
curacién acelerada de heridas dérmicas y/o inhibicidén de
la formacién de cicatrices cuando se administra como una
inyeccidn intradérmica y se dosifica conj 100 pL por
centimetro lineal de margen de herida.

En el caso de un péptido monomérico de| la Secuencia

ID No. 3, las dosis preferidas para la administracidén en
una herida pueden ser 1 ng/100 uL-1000 ng/ﬂOO pL, y 100
pl de dicha solucidn administrada por cent%metro lineal
de margen de herida. i

Los agentes de la invencidn se puedén usar para

promover la curacidén de heridas acelerada y/o prevenir,

reducir o} inhibir formacidn de cicatrices COmo

monoterapia (por ej., mediante el uso de medicamentos de
la invencidn solos). Alternativamente lo% métodos vy

medicamentocs de la invencidn se puedén, usar en
compinacién con otros compuestos o tratamientos para 1la
promocidn de la curacidn de heridas o inhibicidén de
formacién de cicatrices. Los expertos len el arte
conocerdn tratamientos adecuados que se pue?en usar como
partes de dichas terapias de combinacidn. 1

Los inventores han hallado que los meqicamentos de
acuerdo con la presente invencidén, y en pérticular los
que comprenden péptidos de la Secuencia ID No. 3 se

pueden formular ventajosamente en presencia de un azicar.

Este azucar pueden ser un azucar reductor © no reductor

[
i

y/o aun fosfato o fosfonato derivado d? este. Los

ejemplos de dichos azucares se pueden seleccionar, pero
.

sin limitaciodn, del grupo que comprende maltosa, manosa,

trehalosa, arabinosa, manitol, sacarosal, fructosa,

dextrosa y glucocsa. Los azucares preferidQS se pueden

. , r
seleccionar del grupe gque <consiste en maltosa vy

|
|
|
)
|
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trehalosa. Los medicamentos de la invencidén, y en
particular los de acuerdo con esta realizacidén de 1la
invencién, con preferencia puede tener un pH de entre 5 y

7.

Se apreciard gue los péptidos de TGF-B monoméricos
pueden representar agentes favorables admi$istrados por
técnicas que involucran la expresidn E celular de
secuencias de &cidos nucleicos que codifican dichas
moléculas. Dichos métodos de expresidn |celular son
particularmente adecuados para ‘uso médico en que se
requieren efectos terapéuticos de los péptidbs durante un
periocdo prolongado, por ejemplo en contextos donde se
desea aumentar durante periodo de tiempo una respuesta
defectuosa de curacién de heridas. Es particularmente
preferido que los mondmeros de TGEF-B se ad%inistren por
medio de expresidén celular que comprende llos péptidos
definidos por la Secuencia ID No. 3. i

Muchos métodos conocildos de adminis%rar agentes
peptidicos de la invencidén a los tejido§ tales como
heridas tienen la desventaja de que pueden dificultar la
cbtencién de niveles sostenidos del aqente de la
invencién en el sitio de tratamiento duranté el curso de
incluso pocos dias debido-a gque los agentes peptidicos
pueden tener vida media corta in vivo. La vida media de
los agentes puede ser corta por numerosas| razones Jue
incluyen: '

(i) Degradacidén por proteasas y si%ilares.

(ii) Depuracidn por proteinas de u#ién.

{iii) Unidén e inhibicidén de la éctividad del
agente por moléculas de la matriz extracelulér.

Ademds, los agentes usados para promove; la curacidn
de heridas acelerada vy/o prevencidén, |reduccidn o

I
inhibicidén de la formacidén de <cicatricés necesitan
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administrarse en un vehiculo adecuado y con ifrecuencia se
properclonan come una composicidn que comprende el agente
y el wvehiculo. Tal como se describié, dichos vehiculcs
con preferencia son no inflamatorios, biocompatibles,
bioresorbibles y no deben degrada o inacti&ar el agente
(en el almacenamiento o© el wusc). Sin embargo, con
frecuencia puede ser dificil proporcionar{ un vwvehiculo
satisfactorio para administrar agentes a un tejido con
una herida para tratar.

Una manera conveniente de obviar o atenuar estos
problemas es proporcionar una cantidad terapéuticamente
efectiva de un agente de la invencidén en un| drea tratada
por medio de terapia génica.

Debido a la degeneracidn del cdodigo |genético, es
claro que las secuencias de &cidos nucleicos (que
codifican agentes adecuados para el uso de acuerdo con la

invencién se pueden variar o© cambiar |sin afectar

sustancialmente la secuencia del producto codificado de

|
este modo, para proporcionar una variante ‘funcional de

este. Las secuencias de los &cidos nucleicos| posibles que-

se pueden usar codifican péptidos definildos por las

Secuencias ID Nos. 1 a 3 serdn evidentles para los

expertos y los ejemplos adecuados se prop?rcionan Como
las Secuencias ID Nos. 4 a 7 respectivamente}

Los sistemas de administracidén de terap&a génica son

muy adecuados para alcanzar los niveles soséenidos de un
‘

agente de la invencidédn en una herida duran%e un periodo

més largo del que es posible para la ma§oria de los

sistemas de administracidn convencionales. Lbs agentes de

curacidén de

la invencidén adecuados para promover la

heridas acelerada y/¢o inhibir la formacidn ?e cicatrices

. [
se pueden expresar en forma continua en las Felulas en un

sitic de 1la herida que ha sido transfoﬁmado con la

RS
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molécula de ADN descripta en el noveno aspecto de la
invencién. En consecuencia, aun cuando el lagente de la
invencidén tenga una vida media muy corta|in vivo, se
pueden expresar en forma continua cantidades
terapéuticamente efectivas del agente a partﬁr del tejido

tratado.

Ademas, los sistemas de administracidn de terapia
génica se pueden usar para propcércionar lg molécula de
ADN (y de este modo el agente de la inveqcién) sin 1la
necesidad de usar vehiculos farmacéuticos convencionales
tales come los que se requieren en ungﬁentos'o cremas que
se ponen en contacto con la herida.

Un sistema de administracidén de te&apia génica

adecuado es con preferencia de modo tal gue|una molécula

de ADN es capaz de expresarse (cuando el sistema de

administracién se administra a un paciente} para producir
un péptido definido por el grupc que Jomprende las
Secuencia ID Nos. 1 a 3. La molécula de ;ADN se puede
combinar dentro de un vector adecuado pa#a formar un
vector recombinante. El vector recombinante por ejemplo
puede ser un plasmido, césmido o fago. Dighos vectores
recombinantes son muy UGtiles en 1los }sistemas de
administracidén de terapia génica de la iévencién para
transformar células con moléculas de ADN adeFuadas.

Los vectores recombinantes también pueden incluir
otros elementos funcionales. Por ejemplo, (los vectores
recombinantes se pueden disefiar de modo que‘el vector se
replicard autdénomamente en el nucleo de l; célula. En
este caso, los elementos que inducen la réplicacién de
ADN pueden ser necesarios en el vector %ecombinante.
Alternativamente el vector recombinante se ﬁuede cdiseflar
de modo que el vector y la molécula de ADN!recombinante
se integran en elAgenoma de una célula. En éste caso las

I
|
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secuencias de ADN que favorecen la integracidn especifica
(por ej., por recombinacién homéloga) son dﬁseables. Los
vectores recombinantes también pueden te%er ADN que
codifica los genes que se pueden usar como marcadores
seleccionables en el procesc de clonacién.

El wvector recombinante también puede ?omprender un

promotor ¢ regulador para controlar la expresidn del ge,

segun corresponda.

La molécula de ADN puede (pero no ne%esariamente)
incorporarse en el ADN de las células del sujeto tratado.
Las c¢élulas no diferenciadas se pueden tgansformar en
forma estable lo que lleva a la producciép de células
hija modificadas genéticamente. En este cago, se puede
requerir la regulacién de la expresidn en el sujeto por
ej., con factores de transcripcidn especificos,
activadores del gen o con mas preferencia con promctores
inducibles gue transcriben el gen en res?uesta, a una
sefial que se halla especificamente en uné herida. En
forma alternativa, se puede diseflar elj sistema de

|

administracién para favorecer la transformacién estable o
transitoria de «células diferenciadas en el sujeto
tratado. En este caso, la regulacidn de ‘la expresion
puede ser menos importante debido a que la |expresidn de
la melécula de ADN se detendra cuando |las células
transformadas mueran o detengan la expresién de la
proteina (idealmente cuando se ha efectuado|la promociédn

de la curacidén de heridas acelerada con reduccidn de la

formacidén de cicatrices).

EL sistema de administracién puede préporcionar la
molécula de ADN a un sujeto sin incorporarﬁe al vector.
Por ejemplo, la molécula de ADN se puedp incorporar

!
dentro de un liposoma o particula viral. Alternativamente

la molécula de ADN “desnudo" se puede insértar en las
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células del sujeto por un medio adecuado, por ej.,
captacidn endocitdética directa.

La molécula de ADN se puede transferir ja las células

de un sujeto tratado por transfeccidn), infeccién,
micrcinyeccidn, fusidén celular, fusidén de protoplasto o
bombardeo balistico. Por ejemplo, la transfgrencia puede
ser por bombardeo balistico con particFlas de oro
recubiertas, liposomas que_contienen la molécula de ADN,
vectores virales (pcr ej., adenovirus) |y medios de
provisidén de de captacidén directa de ADN (por ej.,
endocitosis) por la aplicacidén de BADN |de pléasmido

directamente en una herida en forma toépica o por

inyeccidn.

La expresidn celular del agente de |la invencidn

puede ser por c¢élulas del borde del ér?a no dafada

circundante de la herida o en forma alternativa puede ser
}
por células introducidas terapéuticamente en la herida

(por ejemplo células endodgenas o exdgenas cultivadas
involucradas en la respuesta de curacidén de beridas).

Se apreciarad que las células que se introducen en
forma terapéutica para promover la curaci&n de heridas
acelerada y/o prevencién, reduccidén o inhiﬁicién de 1la
formacién de cicatrices se pueden manipular ex vivo de
modo gque ellas expresen niveles aumentados;de un agente
de la invencién, y luego se introducen en el| drea herida.

Dichas «c¢élulas con preferencia pueden |ser células

cultivadas ex vivo para usar en la p%eparacién o

fabricacién de piel artificial o sustitutos! de piel que
|
se usan en la promocidén de la curaciodn de,heridas. Las

. . . . | .
células con més preferencia pueden ser células autédlogas,
|
si bien se apreciard que se pueden usar cua}quier célula
|

|

adecuada.

.
¢
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Por consiguiente, en un decimoséptimo aspecto de la
invencién, se proporciona un medicamento %ue comprende
células inducidas para expresar un agente de la presente
invencidén. Dichas células con preferencia pueden.expresar
una TGF-A3 monomérico.

La induccidén de la expresidn celular del un agente de
la invencién se puede efectuvar por medio de la
incorporacién en las células de acidos nucleicos que

producen la expresidn de agentes adecuados p%ra el uso de

t
|

acuerdo con la invencidn.

La invencidn se describird adicionalmente por medio
de ejemplos con referencia 'a los siguientes|protocolos vy
estudios experimental, y las Figuras acompafiante en las

que:

La Figura 1 ilustra los resultados de la comparacidn
de las formas monoméricas y diméricas de TGF-$3 por SDS-

PAGE en condiciones reductoras y no reductoras;

!
La Figura 2 establece el molde us%do para la
ubicacidén de las heridas incisional e? las ratas

experimentales;

La Figura 3 sintetiza los tratamientos administrados

a los sitios de herida de los animales experimentales;

. ! .,
La Figura 4 muestra los resultados de la evaluacién,
tres dias después de 1la herida, del asgecto de las
]
heridas experimentales tratadas con TGF-P3 monomérico o
dimérico;
La Figura 5 sintetiza los tratamientos %dministrados

a los sitios de herida de los animales experimentales;
|

(A
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La Figura 6 muestra los resultados de evaluacién, 70
dias después de la herida, del aspecto de las heridas

experimentales tratadas con TGF-B3 monoméricp o dimérico;

La Figura 7 muestra imagenes macroscopicas
representativas que muestran el aspecto de l%s cicatrices
experimentales las cicatrices dias después d% la herida;

|

La Figura 8 muestra imégénes microscédpicas
representativas gque muestran la estrucﬁura de las
cicatrices experimentales las cicatrices dias después de

la herida; f

|

|
La Figura 9 ilustra la produccién de |mondmeros de

TGF-33 por células huésped transformadas con|éxito;

La Figura 10 ilustra la generacidén de TGF-p3
dimérico y monomérico en condiciones de replegamiento de

proteinas experimentales; y

La Figura 11 ilustra el aislamiento de las proteinas
de de TGF-B3  por ultrafiltracién/cromqtografia de

interaccidn hidrofdbica.

!
. P ! .
La informacién respecto de las s?cuenCLas de

aminoacidos o acidos nucleicos de iméortancia se
propqrciona en la seccién "Informacidédn de se?uencia" (que
incluye las secuencias de aminoacidos de lés fragmentos
activos de las isoformas de TGF-B humana aéecuadas para
el wuso de acuerdo con la invenciodn, a@emés de las
secuencias de las moléculas de ADN que dodifican los

péptidos de longitud completo de las isoformas de TGF-33,
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y el ADN gue codifica el fragmento activo |[de TGF-$3 de

tipo salvaje; y las secuencias de ADN de los cebadores
usadcs en la generacién de ADNc de las isoformas humanas
de TGF-pf adecuadas para el uso de achrdo con la
invencidén) . ' j
!

PROTOCOLOS Y EJEMPLOS

1. METODOLOGIAS PARA LA PRODUCCION, REPLEGAMIENTO Y
PURIFICACION DE PROTEINAS MONOMERICAS DE TGF-8

1.1 Secuencia de nucledtidos
Las secuencias de ADN que codifican las| proteinas de
TGF-§ de longitud completa se muestran como las

secuencias ID Nos. 4 a 6. Las proteinas |de TGF-p de

longitud completa consisten en un péptido seflal (mostrado
en italica), pro-péptido {mostradc en negrita) asi como
el fragmento activo {(mostrado en texto [normal). La
secuencia de nucledtidos que codifica para los fragmentos
activos del TGF-B3 tipo salvaje se muestran| la Secuencia

ID No. 7.

1.2 Generacidén de ADNc I

El ARN total de un herida incisional hpmana (tomado
el dia 5 pos-herida) se tratd con ADN libre |(Ambion) para
eliminar cualquier ADN contaminante. Usan?o ARN total
como templado, se generd ADNc para cada uno de las tres
isoformas de TGF-B de mamifero es decir, TGFrﬁl, TGF-R2 vy
TGF~R3 por la reaccidén en cadena del polimerasa-
transcriptasa reversa (RT-PCR). 5Se prepaéé la mezcla
maestra de RT-PCR a partir del kit de |QRT-PCR Core
Reagent 1-paso Brilliant® (Stratagene). .ée agregd un
microgramo de ARN a 50 pl de una solucidén gue contiene:

|
buffer QRT-PCR de 1 paso, 0,2 mM de dNTE, 3,5 mM de

e
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MgCl;, 1 pL de transcriptasa reversas StrataScript, 2,5
unidades de Tag Polymerasa, 0,4 uM de cebador de sentido
(Figura 1), 0,4 pM de cebador de antisentido (como se
muestra en la informacidén de secuencia). L% reaccién se
colocd en un ciclador térmico (Hybaid PCR Express) y se
corrié en las siguientes condiciones: 30 min a 45°C, 10
min a 95°C, luego 40 ciclos de 95°C durante|30 seg, 65°C
durante 1 min y 72°C durante 1 min. La etapa| final fue de

72°C durante 10 min. Las muestras de PCR selcorrieron en

gel de agarosa 2% (p/p) para verificar el tamafio de banda
y se purificéd usando el kit Wizard PCR Prep FPromega).
|
1.3 Construccién del plasmido.
El wvector pET-3d se deriva del VEC%OK pPBR32Z2 vy

contiene un promctor T7 bajo control de Lacyv5 control y
un gen marcador resistente a ampicilina. '

Los fragmentos de 1las tres 1isoformas| de TGF-p 3
(generados en la Seccidn 1.2) se subclonaron en los
vectores pET-3d en los sitios Nco I vy Bém HI (5'-3"
respectivamente). Los ligamiento resultanges luego se
t;ansformaron en células XL1C Gold ({Stratagene) y se
realizd el analisis de de PCR de colonia pa%a ubicar los
clones que contienen un inserto. Los clone% finales se
cultivaron y sus ADN del plasmidos se extrajeron en agua
usando Qiaprep®Spin Miniprep Kit (Qiagen). £os plasmidos
se secuenciaron y verificaron usando el |cebador del
promotor T7 (5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3') y cebador

3
I
del terminador T7 (5'-GCT AGT TAT TGC TCA GC? G-3").
|
!
\
|

1.4 Transformacidén y clonacién. |
10 pL (50 ng por nl) de ADN de plésmido!que codifica
e
para cada un de las isoformas de TGF-f (de la Seccidn

1.3) se agregaron a 1 ml de células E.coli BL21 (DE3)

|
|
|
|
t
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pLysS SinglesTM (Novagen) competentes en! frio (4°C).
Después de 20 min 1las células se sometiéron a shock
térmico por la incubacidn durante 30 segunqos a 42°C en
bafio de agua. Se agregaron 100 pL de medio Psi a la
mezcla de células/plasmido y se agitaron al 37°C durante
90 min. Se sembraron alicuotas de 50 pL |y 100 pL en
placas de agar LB que contienen 100 upg/ml Be ampicilina
(Sigma) vy se incubaron durante 18 horas| a 37°C. Se
cultivaron colonias 1unicas y se congelaroﬂ patrones de
las células generadas y se almacenaron la -80°C. El

plasmido de ADN se analizé a partir de las células patrén

para verificar la correcta transformacién.

1.5 Expresion.

Las ampollas de las células de E.coli congeladas que
se transformarcon con cada una de las isoformas de cells
that TGF-B (de la Seccidén 1.4) se recuperaron Yy se
inocularon en matraces erlenmeyer con Labique, que
contiene 100 ml de medio LB y 100 pg/ml de ampicilina.
Los matraces se incubaron con agitacién a '37°C toda 1la
noche. Se agregaron 5 ml de este cultivo de la ncoche a
matraces Erlenmeyer de 2 litres (500 ml de %edio LB/amp)
y se incubaron con agitacién a 37°C. Se tomaron muestra
de 2 ml de caldo por hora para rastrear el crecimiento y
la expresién de la isoforma TGF-B (pos-induccidn}. EIL
crecimiento se determind por la medicidn d§ absorbancia
en un espectrofotdmetro a una longitud de onaa de 600 nm.
Cuandec la absorbancia se mididé a 0,6 de Ab% las células
se indujeron a expresar las isoformas de TGF—B por la
adicién de R-D-Tiogalactopirandsido de isopropilo (IPTG,
Sigma) a una concentracidén final de 1 mM. Lo% cultivos se
incubaron durante 4 horas adicionales. Las:muestras de

caldo de 0,5 ml se sedimentaron por centrifugacidén (10
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min, 10.000 rpm en Sorvall Bicfuge) y se descartd el

sobrenadante. El pellet se resuspendid en 50 pl de buffer

de muestra electroforesis en gel de poliacrﬁlamida (PAGE)
en dodecilsulfato de sodio (SDS) y se calentd durante 10
minutos en bafio de agua a 95°C. Se cargaron 10 pL de
muestras en SDS-PAGE. Se realizaron SDS-PAGE y tincidn
con azul de Coomassilie (como se describe en|A.T Andrews,
1986) wusando un Hoefer®Mighty Small SE 245 Dual Gel

Caster (Amersham). Los geles eran de 1 mm |de espesor y

contenian 15% (v/v) de gel de poliacrilamidal.

|
1.6 Recoleccidén de células y aislamiento de cuerpoes

de inclusién

Las células de Seccidén 1.5 se sedipéntaron por
centrifugacién a 5000 g durante 0 min é 4°C en un
centrifuga Hettich Rotina 46R con un rotor 4315. La
ruptura celular y la recuperacidn de Cadé una de las

isoformas de TGF-f insolubles insoluble | (cuerpocs de

inclusién) se llevaron a cabo a 4°C. Las células se

t

|
suspendieron en 50 ml de 100 mM de Tris/HC% {(Sigma), 10

mM de EDTA (Sigma) pH 8,3 y se disgregaron pbr sonicacidn
usando un Sanjo Soniprep 150. Se agregd OL2% {p/p) de
Triton X-100 (Sigma) y la suspensidén y se égité durante
una hora. La suspension se centrifugd a 12.600 g durante
40 min. Los pellet se resuspendieron en 50 ml de 100 mM
de Tris/HC1l, 10 mM de EDTA pH 8,3 a tempera%ura ambiente
antes de centrifugar durante 40 min a 15.000g.
|

1.7 Solubilizacién de los cuerpos de iﬁclusién

Los pellet de la Seccidén 1.6 se resuspe%dieron en 40
ml de urea 8 M, 1% (p/p) DL-ditiotreitol! (DIT) vy se
disgregaron en un homogenizador Heidolph Diax 900. La

suspensidnse cubridé y dejd agitar durante |1 hora para
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solubilizar los cuerpos de inclusidn y reducir el TGF-B a
s5u forma monomérica desnaturalizada. Luego las
suspensiones se centrifugaron a 12.000 g durante 30 min a
4°C. Los sobrenadantes se dializaron para intercambiar el
buffer de 8 M de urea (ICN Biomedical) a j10% (v/v) de

acido acético. Las proteinas de E.coli| que fueron

solubles en urea 8 M precipitaron fuera d? la solucidn
cuando se intercambid el buffer a 10% (vVv) de éacido
acético. Se agregd 1% (p/v) de DTT (Sligma) a las
suspensiones, se cubrieron y dejaron agit4r durante 30
min para reducir los puentes disulfuro qhe se pueden
haber formado entre los mondmeros de TGF-f durante el
intercambio del buffer. Las suspensiones se centrifugaron
para separar las proteinas solubles y las |proteinas no
solubles. Se tomarcon muestras de la solubilizacidn de
urea y las etapas de intercambio de buffer| (material de
dcido acético socluble y no soluble), y luego se analizd

mediante SDS-PAGE.

1.8 Ultrafiltracién
El material de 10% (v/v) de &cido acético de la
Seccidén 1.7 se sometid a ultrafiltracidn con| una membrana
de 10 kDa en una Viveflow50 (Vivascience). El fin de esto

fue reducir el volumen de la suspensidén de |10% (v/v) de

dcido acético a 3 ml y eliminar las proteinas de bajo

peso molecular (<10 kDa). !
[
|
l
!

|

Las proteinas solubilizadas de TGF-pL, 2 y 3 se
|

1.9 Replegamiento y purificacién

concentraron primero por ultrafiltracidén |y luego se

corrieron en una columna de cromatografia por exclusidn
de tamafio (SEC). Las fracciones de la SEC que contenian

I
proteina de TGF-$ luego se mezclaron y liofilizaron. Las

\
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TGF-31, 2 y 3 monoméricas liofilizadas se |solubilizaron

en urea 8 M que contenia 10 mM de DTT hasta obtener un
una concentracién final de 10 mg/ml. Las goluciones de
proteina de TGF-fl, 2 y 3 se agregaron gota a gota,
mientras se agitaba la solucién de replegamﬁento (1 M de
sulfonato de 3-(-piridino)-l-propanoc (NDSB-201), 20%
(v/v) de dimetilsulfdxido (DMSO, Sigma), 2% {(p/v) de 3-
(3—colamidopropil)dimetilamonio-l—propanosul&onato

(CHAPS), 1 M de NaCl (Sigma}, 1% (p/v) jde glutatidn
reducido (GSH, Sigma), 0,05 M de Trizma®Base (Sigma) pH
9,3) hasta alcanzar las concentraciones finales de 0,2

mg/ml de proteinas de TGF-pPl, 2 y 3. Es importante que el

pH se mantenga dentro de un range de 9,2-9,4 usando
NaOH/HC1l concentrado. La sclucidn se cubrid Lon Parafilm,
que se perford para permitir la oxidacidén de las
proteinas monoméricas y se dejé agitar a 8°C. Después de
144 horas la solucidén se centrifugéd a 15.00Eg durante 40
minutos para eliminar el precipitado formadc y el pH se

ajustd a pH 3,5 con &cido acético glacial.

!

|

|
1.10 Purificacién de proteinas { monoméricas

replegadas _ |
El material replegado resultante de TGF-B luego se
también se purificé wusando técnicas cromatograficas
estindares seqguidas por la concentrac%én de las
fracciones relevantes (es decir, que codtienen TGF-f
monoméricas) por ultrafiltracidn antés de la

caracterizacién.

| , i
2. METODOLOGIA IN-VITRO E IN—VIWO PARA LA
CARACTERIZACION DE EVALUACION DE LA ACTIVDAD, BIOLOGICA DE
LAS PROTEINAS DE TGF~B MONOMERICAS

[
t
|
}
!
1
|
:
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Las protelnas TGF-B moncméricas se caracterizaron y
evaluaron para determinar la actividad Hiolégica por
medio de varios métodos que incluyen: SDS-PAGE; analisis
de secuencia de amincdcidos (por LCMS),; ensayoc de
actividad biolégica in-vivo {(usando modelos de rata de
curacién de de heridas cutaneas y formacidn Fe cicatrices

que se describe a continuacidn) .

. |
2.1 CARACTERIZACICN IN VIVO DE MONOMEROS DE TGF-Bp3

2.1.1 Analisis de SDS-PAGE no reductor y reductor de
. |

TGF-B3 monoméricas purificadas

2.1.1.1 Método
Los mondmeros de TGF-{ purificados se evaluaron por
|
SDS-PAGE para determinar la pureza y masa nolecular. Se

cargaron 3 ug de los TGF-B3 monoméricos| purificados

(muestras reducidas y no reducidas), 3 pg de TGE-TGE-f3
diméricos control positivo (reducido y nc¢ reducide) y 10
BL de estandares de peso molecular Invitrogen Mark 1l2en
un gel de poliacrilamida (10%-20% (v/v) de gradiente de
acrilamida). Una vez que la electroforesislfinalizé el
gel se tifi® con azul Coomassie.

2.1.1.2 Resultados |

Los resultados del andlisis SDS~PAGE n% reductor y
reductor se muestran en la Figura 1, y se il%stra que los
TGF-TGF-B3 diméricos corrieron a las posiciodes esperadas
en el gel (~13 kDa para reducido como monéme%os y 25 kDa
para las muestra no reducidas). E1 TGF-TGF—E monomérico
corrid a la posicién esperada ~13 kDa (teéri?a 12,5 kbDa)
del gel para las muestras reducidas y no redu?idas. No se

- . . 1 . .
detectaron bandas de protelnas adiclonales por la tincidn

|
|

/
\kl?
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de azul Coomassie, gque tiene wuna sensibilidad de

aproximadamente 1 pg de proteina.

2.1.2 Analisis de secuencia de aminocacidos

2.1.2.1 Método

Se secaron al wvaclo 50 microlitros de TGF-B3
monomérico purificado y luego se resuspendi?ron en 20 pl
de una solucidn que contiene 50 mM de NHqHCO% y 10% (v/v)
de acetonitrilo. Se resuspendieron 20 ug de tripsina de
calidad de secuenciacién (Promega) en 10 plide buffer de
resuspensidén provisto por el kit (Promega)‘para dar una
concentracidén de tripsina de 2 pg/pl. Esto luego se
diluyé en 50 mM de NH4HCO; y 10% ({(v/v) deiacetonitrilo
para dar una concentracién final de tripsina de 0,2

|

ng/upl. La digestidén se realizd durante la noche por 1la

!
|

B3 monomérico. La digestidén se inactivd por la adicidn de

adicién de tripsina en una relacidén de 1:20 (p/p) de TGF-
acido foérmico (Fluka) a una concentracidn %inal de 0,1%
(v/v). Las muestras luego se diluyeron a 1 pmol/pl de
péptidos y luego se analizaron por un| proceso de
nanoflujo RPLCMS (sistema Ultimate. Dionex en linea con
un Q-ToF2, Micromass). Se realizd la cromatografia en una
columna de 75 um Cl18 (empacamiento LC) qug utiliza un
gradiente de 45 min desde 5% de acetonitr%lo a 55% de
acetonitrile (Romil). E1 andalisis MS adopté!la forma de
anélisis dependiente datos donde el instruménto mididé la
m/z de los iones peptidicos que eluyen de| la LC y se
seleccionaron los i1ones apropiados por analisis MSMS
donde se empled la descom?osicién inducida jpor colisién
para obtener la informacidén de secuencia ée los iones

peptidicos fragmentados. :
|
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2.1.2.2 Resultados
El analisis de la secuencia de aminodcidos confirmé
que el mondmero de TGF-B3 tipo salvaje tenia| la secuencia
de amincacidos esperada (correspondiente a |la Secuencia

ID No. 3).

2.2 EVALUACION IN VIVO DE LA ACTIVIDAD!BIOLOGICA DE
LOS MONOMEROS DE TGF-p3

Los datos de la bibliografia han demostrado que los

TGF-B3 diméricos que incluyen TGF-B3 aceleran la curacidn
de heridas cutaneas y reducen formacién de cicatrices
después de una herida o lesidn (Shah, M et jal 1995). El1
siguiente ejemplo investigd los efectos biloldgicos de
TGF-p3 monoméricos en la curacién de heridas| incisionales
(3 dias después de la herida) vy la formacién de
cicatrices (70 dias después de la herida) en ratas macho

adultas.
2.2,1 E1 efecto de las proteinas monoméricas de TGF-

3 tipo salvaje y mutado sobre la curacién de heridas

(Dia 3 de herida incisional)

2.2.1.1 Método

Las ratas macho (Sprague Dawley) se anestesiaron con
halotano y se afeitaron sus lomos. Se marcaron las
posiciones de las heridas usando un molde éatentado con
tinta marcadora de la piel como se muestralen la Figura
2. Las muestras se diluyeron en buffer ide vehiculo
estéril que contiene 0,25 M de Maltosa (Sﬂgma), 0,002%
(v/v) de acido acético y 0,33% (v/v)i de alcohol
isopropilico a las concentraclones descr}ptas en la
Figura 3. Todas las muestras se esterilizaron con

!
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filtracidén y eran libres de endotoxina. Se usaron cuatro
ratas por cada grupo de tratamiento. Se inyectaron por
via intradérmica 100 uL de muestra de cada grupo de
tratamiento (Figura 3) en las posiciones de heridas
marcadas A y B (excepto en las ratas gue ho recibieron
tratamiento - ‘"naive"). En las posiciones A y B se
realizaron incisiones larga de 1 cm de grésor completo
con una hoja de escalpelo No. 1ll. Todos los animales se
alojaron en jaulas separadas. Después de !24 horas los
animales recibieron una segunda dosis de mue%tra. Después
de 3 dias se fotografiaron 1las heridas |y analizaron
usando un sistema de <clasificacién analdgico visual
macroscépico {modificado de Beausang, E et al. 1998). Se
realizé el andlisis estadistico de los datos usando las
pruebas de Mann Whitney U/T de Student. |Un wvalor de

p<0,05 se considerd significativo.

|

2.2.1.2 Resultados E
Se examinaron las heridas incisionales;después de 3
dias usando un sistema VAS macroscopico (ver Figura 4).
En esta escala de 10 puntos un puntaje de |0 representa
una herida bien curada y un puntaje de 10 representa una
herida muy mal curada. Los datos muestran que:

El tratamiente con 50 ng/100 puL o 100 |ng/100 ulL de

TGF-f33 monomérico de tipo salvaje disminuye ?l puntaje de
VAS (es decir, mejora el aspecto macroscépico de las
heridas) en comparacidn con no tratamiento ;(control sin
tratamiento) vy tratamiento con placebo. Eli tratamiento
con la dosis de 100 ng/100 uL mejord significativamente
(p<0,01) el aspecto de las heridas en‘compa%acién con no
tratamiento (control sin tratamiento). Es !sorprendente

. . l . .
advertir que de TGF-$3 monomérico de tipo salvaje mostrd

|

maycr efectividad que las forma dimeérica.
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2.2.2 El efecto de las proteinas de TGF-§3
|
menomérico de tipo salvaje sobre 1la formacién de

cicatrices (Dia 70 de herida incisional)

2.2.2.1 Método

Las ratas macho (Sprague Dawley) se aneﬁtesiaron con
haletano vy se afeitaron sus lomos. Se harcaron las
posiciones de las heridas usando un molde Lstandarizado
con tinta marcadora de la piel como se mpestra_ en la
Figura 5. Las muestras se diluyeron en buffe% de vehiculo
esteril que contiene 0(25'M de Maltosa (Sigma), 0,002%
(v/v) de Acido acético y 0,33% (v/v) de alcohol
isopropilice a las concentraciones descr%ptas en la
Figura 5.Todas las muestras se esterilizaron con
filtracién y eran libres de endotoxina. Se usaron cuatro
ratas por cada grupo de tratamiento. Se iﬁyectaron por
via intradérmica 100 plL de muestra de cada grupo de
tratamiento (Figura 5) en las posiciones’ de heridas
marcadas A y B (excepto en las ratas que no recibieron
tratamiento - "naive™). En las posiciones A y B se
realizaron incisiones largad de 1 cm de grésor completo
con una hoja de escalpelo Neo. 11. Todos los animales se
alojaron en jaulas separadas. Después de 24 horas los
animales recibieron una segunda dosis de muestra. Después
de 70 dias se fotografiaron las cicatrices!y analizaron
usando un sistema de <clasificacidn analégico visual
macroscdpico (modificadc de Beausang, E et al. 1998). Los

i
ejemplos representativos del aspecto Jimacroscoédpico

producidos como se describid anteriormente se muestran en

\

la Figura 7. |
t

. 3 - 13 ! "
Después del analisis macroscdpico, las heridas se

. .. . | .
extirparon y colocaron en solucidén salina buferizada 10%

i
|
I
|
1
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I
antes de procesarlas para la evaluacidén histoldgica en

bloques de <cera. Los bloques de c¢era se} cortaron en
secciones seriadas de 5 pm oy se colocaron en

portacbijetos. Los portaobjetos se tifieron| con Massons

Tricrémico y se analizaron. Se realizd !el anédlisis

estadistico de los datos usando las pru?bas de Mann

1

Whitney U/T de Student. Un valor de p<0,05,se considerd

significativo. Los ejemplos representativos del aspecto

|
macroscdpice de las cicatrices producidas como @ se

describidé anteriormente se muestran en la Figura 8.

2.2.2.2 Evaluacién de las heridas incisionales al
dia 70 usando VAS macroscdpico

Las heridas incisionales se examinaron @espués de 70
dias usande un sistema VAS macroscopico. Uh puntaje 10
indica una mala cicatriz y un puntaje de 0 es piel
normal. Los resultados del anélisis VAS de las heridas el
dia 70 se sintetizan en la Figura 6. Esta muestra que:

El TGF-p3 monomérico de tipo salvaje (e$ dosis de 50
ng/100 pL y 100 ng/100 pL) redujo 1la formacidén de
cicatrices en comparacidn con las heridas Eratadas con
placebo v sin tratamiento. Para la dosis de iOO ng/100 pL
esta reduccidn es estadisticamente significativa en
comparacién con las heridas tratadas icon placebo
(p<0,01). |

El TGF-B3 dimérico a 50 ng/100 u% redujo la
formacién de cicatrices cicatrices en comparacidén con las

!

heridas tratadas con placebo y sin tratamientos. Esta
|

reduccién es estadisticamente signif%cativa en
. . I
comparacién con las heridas tratadas con placebo
|
(p<0.01) . '
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3. DESARROLLO DE CONDICIONES PREFERIDAS PARA LA
PRODUCCION DE MONOMEROS BIOLOGICAMENTE ACTIVOS

I.os inventores investigaron si se podrian establecer

0 no métodos mejorados de re-plegamiento de|mondmercs de

TGF-B biocldgicamente activos. El siguiente ejemplo es
ilustrativo de la aplicacién de los métodos de la
invencién al re-plegamiento de TGF&B monomérico.

Se establecid un estudio para analizar:reactivos de
replegamiento (ver 3.12).

Luego se investigaron los métodos de purificar 1los
mondmercs correctamente replegados (3.13). |

Estos estudios llevaron a los inventéres a darse
cuenta que los métodos mejorados de generacidn de
mondémeros de TGF-$ correctamente plegadocs se pueden
establecer por el siguiente método que comprende agregar
un factor de crecimiento monomérico ino plegado
solubilizado a una solucidn que contiene:

(i) dcido 2-(ciclohexilamino)—?tansulfénico

(CHES) o un analogo funcional de este; vy :

|
(11} un sistema redox sulfidriloqdisulfuro de

3

bajo pesos molecular; e

incubar el factor de crecimiento en | la solucidn

N C
hasta que se forma factor de crecimiento dimérico

EXPERIMENTAL :

biolégicamente activo.

3.1 Generacién de ADNc i

El ARN total de un herida incisional h&mana {tomado
el dia 5 pos-herida) se tratd con ADN libre (Ambion) para
eliminar cualquier ADN contaminante. Usando ARN total
como templado, se generd ADNc de TGF-f3 pof la reaccioén

en cadena de polimerasa-transcriptasa revejsa (RT-PCR) .

Se prepard la mezcla maestra de RT-PCR a partir del kit

A

N\
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de QRT-PCR Core Reagent 1l-paso Brilliant® {{Stratagene).

Se agregd un microgramo de ARN a 50 ul de juna solucidn

que contiene: buffer QRT-PCR de 1 pasco, 0,2 mM de dNTP,
3,5 mM de MgCl,, 1 plL de transcriptasa reversas
StrataScript, 2,5 unidades de Tag Polymerase, 0,4 uM de
cebador de sentido (5' GAT ATA CCA TGG CTﬁ TGG ACA CCA
ATT ACT ACT GC 3'}, ,4 uM de cebador de sentido (5'-CAG

CCG GAT CCG GTC GAC TCA GCT ACA TTT ACA AGA‘C 3'). ). La

[
reaccién se colocd en un ciclador térmico} (Hybaid PCR

Express) y se corridé en las siguientes coédiciones: 30
min a 45°C, 10 min a 95°C, luego 40 ciélos de 95°C
durante 30 seg, 65°C durante 1 min y 72°C durante 1 min.
La etapa final fue de 72°C durante 10 min. (Las muestras
de PCR se corrieron en gel de agarosa 2% (p/p) para
verificar el tamafo de banda y se purificd usando el kit
Wizard PCR Prep (Promega) . |
|

3.2 Clonacién del vector y transformacién en célula

huésped.

El vector pET-24d se deriva del vecﬁor pBR322 vy
contiene un promctor T7 bajo control de Lac#VS control y
un gen marcador resistente a kanamicina.

Los fragmentos de ADNc de TGF-P3 (generados en la
Seccién 1.1) se digirieron con 0,75 pl Ae Ncol (New
England Biolabs) y 0,75 pl de BamH1l (New Eng%and Biolabs)
con buffer BamHl 1X (New England Biolabs) en{una reaccion
de 15 ulL (agua libre de nucleasa, Novagen) a¢37°C durante
4 horas. Se digiridé un microlitro de pléﬁmido pET—-24d
(Novagen) de la misma manera. El ADNc dﬂgerido y el
fragmento del plasmido mayor se purificardn en gel de

. ! -
agarosa y se recuperaron usandoc el kit de extraccidn de

ADN en gel SpinPrep (Novagen).

o
N
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|
EL ADNc y los fragmentos de plésmido purificados se
ligaron wusando wun kit de T4 ligasa (Novagen). EI1
ADNc/pléasmido ligado se transformé en HMS174 (DE3), (kit
de transformacidén Novagen HMS174 (DE3)). Se Leleccionaron
los transformantes por sembrado en placas | de agar con
caldo Luria (LB} que contienen 50 ug/ml ?e kanamicina

(Invitrogen). Se seleccionaron tres clones para la

digestién por restriccién y/o expresién.

3.3 Seleccidén del clon para la expresion del

producto

Los clones se cultivafon en cultivos en matraces de
agitacidén de “caldo Terrific” de concentracidn media (6
g/L de peptona de fitona (Becton Dickinsons, 12 g/L de
extracto de levadura (Becton Dickinson)J 2 g/L de
glicerol (IT Baker), 1,16 g/L de fosfato de potasio
monobasico (JT Baker), 6,25 g/L de fosfat% de potasic
dibasico (IT Baker), con ¢s a 1 litro de agﬁa destilada)
y se induce una fase exponencial a una Domo|entre 0,65 vy
0,85 con 1 mM de beta—D—tiogalactopqranésido de
isopropilo (IPTG). Se tomaron las muestras bos—induccién
3 horas después de la adicidén de IPTG y se analizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE) para la induccidén vy ekpresién del
producto. Se corrieron alicuctas de muestra de los clones
1-4 pre/pos-induccién vy estandares de peso molecular Mark
12 (Invitrogen- rango de peso molecular 2,5—200 kDa) en
un gen NuPAGE® Novex 12% de Bis-Tis, 1,0 mm| (Invitrogen)
durante aproximadamente 40-50 minutos a 120 %iliAmp y 200
voltios y luego se tifieron con azul de Cdomassie. Una
proteina con un tamano entre 6 y 14,4 kDé (es decir,

monémero de TGF-33) es claramente inducida en cada uno de

»
1
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estos cultivos (ver Figura 9) con el Clon 2 que expresa

la mayor cantidad de proteina de TGF-{3.

3.4 Patrdén de células congeladas

Los clones 1-4 se cultivaron en un | matraces de

agitacién en caldo Terrific de concentracién media a una
DO¢pe de aproximadamente 1 y se conservaron ?omo patrones
de glicercl por la adicidén de glicerocl & 20% (v/v). Se
‘alicuotaron 1,2 ml dé caldo en crioviales ée 12 x 2 ml

(que contenian 0,3 ml de glicerol} y luego se conservaron

|

3.5 Confirmacidén de secuencia del gen de TGF-Beta

3. |

Se tomaron muestras de los cultivos usados para los

a -70°C.

patrones de células congeladas antes de la adicién de
glicerol vy 'se usaron para el aislamiento idel plasmido
usandc un kit Qiagen MiniPrep. EL plésmidb aislado se
secuencidé y verificd usando un cebador prodotor T7 (5'-
TAAR TAC GAC TCA CTA TAG GG-3') y y un cebadér terminador

T7 {(5'-GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3').

!

3.6 Cultivo de semilla. E
Debido a gue el Clon 2 expresd la mayo£ cantidad de
proteina de TGF-Beta 3, se recuperd una ampolla de patrdn
congelado (de la Secdién 3.4) y se inoculd [en un matraz
erlenmeyer con tabique de 2 litros, que contiene 500 ml
de medio HySoy (12 g/L de Hy-Soy (Quest InFernaciénal),
24 g/L de extracto de levaduras (Becton Dickinson), 10

g/L de NaCl (Sigma) y 10 g/L de glicerol '(Sigma) y 50

pg/ml de kanamicina. El1 matraz se incubd con agitacién a
37°C y 200 rpm y se muestred periédicamente para medir la
I

DOssg. Cuando la DO del cultive alcanzé 3,21 U/ml (después
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de 7 horas) se usd el caldo de células paga sembrar un

fermentador de 150 L (volumen de trabajo de iOO L).

3.7 Fermentacidn

Se usaron novecientos mililitros de calde celular
(de la Seccidn 3.6) para inccular un fermentador de 150 L
(WHE) gue contiene 90 L de medio de cultivo|en lote (0,6

g/L de KyHPOs, 0,4 g/L de KHyPC4;, 1,25 g/L de NH480,, 12

g/L de HY-Soy, 24 g/L de extracto de levaduras y 10 g/L
de glicerol). Los parametros operatiLos de la
fermentacidén se controlaron de la siguiente manera: punto
de ajuste de temperatura 37°C; punto de ajuste de pH, 7,0
(mantenido usando 4 N de hidrdéxido de amonio y 4 N de
acido fosfdrico), y oxigeno disuelto (DE) calibrado
inicialmente a 100%. La presién del |cabezal del
recipiente fue 7 psi, y la agitacidén y flujo de aire
fueron de 200-400 rpm con un volumen de airé por volumen
de medio por minuto (vvm o slpm), respectivamente. E1 DO
se mantuvo por encima dé 20% por el ajuste de 1los
pardmetros de ajuste con la siguiente prioridad:
agitacidén (méx. 400 rpm), aeracidn (méxr 1,5 wvvm},
suplemento de oxigeno (max. 33,3 Ipm), Yy pr?sién trasera
(max 12 psi). La formacidédn de espuma se icontrolé con
Pluronic 1L-61 (25% v/v). Cuando la DO del cuitivo alcanzd
10 U/ml se inicié una alimentacidén de glice%ol (50% v/v)
con una velocidad de flujo de 45 ml/min. Cuando la DO
alcanzé 40 U/ml, las células se indujeron con la adicién
de IPTG hasta una concentracidédn final de O,Z!mM.
|

3.8 Recoleccidn

Después de 4 horas pos-inducciédn, el férmentador se
refrigerd a 10°C y se redujeron el flujo #e aire vy la

agitacién a 0,3 vvm vy 100 rpm  respectivamente. Los

!
|
|
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controles de espuma y pH terminaron y se ajustd la

presién trasera a 3 psi. Se recclectd el| cultivo por

centrifugacidén continua con centrifuga continua Westfalia
CSA8 a 10°C. La centrifuga operd a 15.00P rpm y una
velocidad de flujo de 3 litros por minutos y se

recolectaron las suspensiones celulares.

3.9 Lisis celular y récuperacién de IB

La pasta de células de fermentacién (qe la Seccién
I
1

3.8) se diluyd 1:5 con buffer de 1lisis (6,1 g/L de

TrizmaBase (Tris), 3,7 g/L de acido

etilendiaminotetraacético (EDTA), 58,44 g/L |de NaCl y 10
g/L de Triton X-100, pH 8,0) y se resuspenéié usando un
homogenizador manual. La pasta celular reguspendida se
pasd dos veces a través de un homogenizador de alta
presidn (pardmetros: presidn, 10.000 psig; |velocidad de
flujo, 450 ml/min; vy temperatura, 15°C). El lisado
celular homogenizado luego se centrifugd (centrifuga de
cabezal, rotor de &ngulo fijo) a 5.000Q0 xé durante 20
minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadanté dejando el
TGF-Beta 3 insoluble (cuerpos de inclusién).!El pellet de
cuerpos de inclusidén (IB) se resuspendid en buffer de
lavado (6,1 g¢g/L de Tris y 3,72 g/L de EDTA, pH 8,0)
usando un homogenizadcor manual y se centrifdgé (5.000 xg
durante 20 minutos a 4°). !
|

3.10 Solubilizacidén de cuerpos de inclu%ién

El sedimento de la Seccién 3.9 se diluyé 1:10 con el
buffér de solubilizacidén (6,1 g/L de Tris,T15,4 g/L de
DL-ditiotreitol (DTT) y 360,4 g/L de urea, pH 8,0) y re-
suspendié en un homogenizador manual. La sLspensién se
cubridé y dejd agitar durante 60-75 minutos, é temperatura

I, .
ambiente para solubilizar los cuerpos de iinclusidn vy

=9
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reducir el TGFBeta 3 a sus forma monomérica. El pH del
. |

pellet resuspendido se ajustd a pH 9,4-9,6 con NaCH/acido

acético antes de la incubacién durante un segundo tiempo

de 60-75 minutos.

3.11 Clarificacidén/ultrafiltracidén y digfiltracién
El material solubilizado de 1la Seccidn 3.10 se

clarificé, concentrd y diafiltrd en un sistema de flujo
|
tangencial (TFF) (Millipore) . La clariificacidn Y

. D |
concentracién iniciales se obtuvoe con una| membrana de
t
clarificacién TFF preacondicionada (Millipbre Pellicon

|

1000 kDa, celulosa regenerada, prueba V). El1 TGFBeta 3

clarificado se recolectd en el.permeatq. Luego se cambia
a una membrana de ultrafiltracién/diafiltricién (UF/DFi
(Millipore Pellicon 5kDa, celulosa regenerada, prueba C),
el TGF-Beta 3 luego se lava en 6 Yolﬁmenes de
diafiltracién del buffer de solubilizaqiéni(6,l g/L de

|
Tris, 15,4 g/L de DTT y 360,4 g/L de urea, p? 9,5).

i
3.12 Prueba de replegamiento en matriz 1

3.12.1 Metodologia

El contenido de proteina de TGF-Beta 3 en el

material clarificado de la Seccién 1.12 se cuantificéd

1
|

usando el ensayo de proteina RC DCTM (BioRad) en conjunto
con SDS-PAGE, tincidén  con azul de Coomassie y
densitometria. El material de TGF-Beta3 se ?iluyé en una
serie de bufferes de replegamiento (ver Tablas 1 y 2). Se
tomaron diariamente muestras de 1 ml | durante un
cronograma de 6 dias y se analizaron en céndiciones no
reductoras usando SDS-PAGE. Se corrieron las,;alicuotas de
las muestras y los estandares de peso moleéular Mark 12
(Invitrogen- rango de peso molecular 2,5-200 kDa) en gel

|
NuPAGE® Novex 12% de Bis-Tris 1,0 mm (Invitrogen) durante

(
h

/QQ
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aproximadamente 40-50 minutos a 120 miiiAmp y 200

voltios. Las muestras de proteina luégo transfirieron por

electroforesis a la membrana de Pitrocelulosa
(Invitrogen) usando un aparato Novex Blotting
(Invitrogen). La membrana se blogqued con |5% (p/v) de

leche en polvo descremada, 1% (v/v) de monolaurato de
polioxietilensorbitano (Tween 20;Sigma) en solucidn
buffer salina (PBS). Se lavdé la membrana (PB§, 0,1% (v/v)
Tween 20} y se incubdé durante 1 hora eh anticuerpo

primaric (Anti-TGF-Beta 3, MAB643 (sistemas|R&D) diluido

1:500 en PBS y 0,1 (v/v) de Tween 20). Después de la
incubacién con el anticuerpo primario, la %itrocelulosa
se lavd con buffer de lavado (PBS, 1% (vV/v) de Tween
20) .Luego la nitrocelulosa se incubd durante 1 hora
adicional en el anticuerpo secundario (IgG énti-ratén de
cabra conjugada con fosfatasa alcalina (Abcam PO337)
diluida 1:2000 con PBS, 0,1% (v/v) de Tween 20). La
ﬁembrana se lavd nuevamente (PBS, 1% (v/v)] de Tween 20
antes de desarrollar color con el Substrato‘estabilizado
Western Blué para fosfatasa alcalina (Promegé).

El anticuerpo MAB 643 detecta especies de TGF-Beta 3

monoméricas y diméricas correctamente replegadas.

3.12.2 Resultados

Las tablas 1 y 2 sintetizan logs resultados obtenidos
Lta 3 en 50

. f
condiciones experimentales diferentes. ‘

por el anélisis de replegamiento de TGF-B

Los inventores establecieron que las co@diciones que

t
se describen a continuacién (es decir, las condiciones

experimentales 12, 19, 36, 37, 42, 43 vy 44) produjeroﬁ
TGF-Beta 3 dimérico correctamente replegado::

|
1. 0,7 M de Acido 2—(ciclohexilamino)étansulfénico

(CHES), 2 mM de glutatién reducido (GSH); 0,4 mM de

|
.
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glutatidén oxidado ({(GSSG), 0,12 mg/ml de TQF—Beta 3, pH

9,5 a 2-8°C (Condicién experimental 12).

2. 30 mM de taurodesoxicolato, 0,7 M de CHES, 2 mM
de GSH, 0,4 mM de GSSG, 0,12 mg/ml de TGF-Beta 3, pH 9,5

a 2-8°C {(Condicidén experimental 19).

3. 1M de NDSB-201, 2 mM glutatidén reducido (GSH), 2
mM de de glutatién oxidado (GSSG), 0,12 mg/mL de TGF-
Beta3, pH 9,5 at 2—8fC {Condicién experiment%l 36) .

4. 0,7 M.-de CHES, 2 mM glutatidén reducido (GSH), 2
mM de de glutatidén oxidado (GSSG), 0,12 mg/mL de TGF-

Beta3, pH 9,5 at 2-8°C (Condicién experimental 37).

5. 30 mM de taurodesoxicolato mads 1 M de NDSB-221, 2
mM glutatién reducido (GSH), 2 mM de de glutatién oxidado
(GSSG), 0,12 mg/mlL de TGF-Betal3, pH 915 at 2-8°C

6. 30 mM de taurcdesoxicolato mas 0.7 M de CHES, 2
[
mM glutatién reducido (GSH), 2 mM de de glutatién oxidado

(Condicidn experimental 42).

(GSSG), 0,12 mg/mL de TGF-Beta3, pH 9,5 at 2-8°C

(Condicidén experimental 43).

l
7. 30 mM de taurodesoxicolato, 0,7 M de CHES, 2 mM

de GSH, 2 mM de GSSG, 0,12 mg/mL de TGF-Beta3, pH 9,5 at
|
2-8°C (Condicién experimental 44).

A modo de ejemplos la Figura 10| ilustra la

¢

efectividad de de la Condicidén experimental 12.

'
I
I
'

AN
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Condicién Temp Detergente |TGF-Beta 3GSH [GSSG |[Presencia de
experimental conc. conc. Conc. |TGF-Beta 3
tdimérico
correctamente
replegado por
landlisis de
transferencia
Western (MAB643)
lanalysis
1 2-8°C[100 mM de (0,12 mg/ml]2 mM [0,4 mM|Ninguno
Zwittergent . detectado
3-08
2 2-8°Cj40 mM de  |0,12 mg/ml)2 mM [0,4 mM|Ninguno
Taurocolato detectado
3 2-8°Cl40 mM de 0,12 mg/ml{2 mM |0,4 mM|Ninguno
Big CHAP detectado
4 2-8°Cl60 mM de 0,12 mg/mli2 mM [|0,4 mM|Ninguno
glucopirand detectado
sideo de
hexilo
5 2-8°Cl0, 5% (p/v)de 0,12 mg/mli2 mM (0,4 mM|Ninguno
ASB-14 detectado
6 2-8°C|0, 5% (p/v) 0,12 mg/ml|2 mM [0, 4 mM/Ninguno
de detectado
DDMAB .
7 2-8°C|0, 5% (p/v)de |0,12 mg/ml2 mM [0, 4 mMNinguno
CTAB |detectado
8 2-8°Cl0, 2% (p/v) 0,12 mg/ml2 mM |0, 4 mMNinguno
de SDS detectado
9 2-8°Cl0, 1% (p/v) 0,12 mg/ml{Z mM 0,4 mM|Ninguno
de ' detectado
Dodecil-b-
D_
altdsido
10 2-8°C|0, 1% {(p/v) 0,12 mg/ml2 mM [0,4 mMINinguno
de Tween ldetectado
11 2-8°C|IM de NDSB- 0,12 mg/ml|2 mM [0, 4 mMiNingunc
201 detectado
12 2-8°Cl0,7 M de 0,12 mg/ml2 mM |0, 4 mMiPresente
CHES !
13 2-8°C[20% (v/v) 0,12 mg/ml2 mM [0,4 mM|Ninguno
sacarosa !detectado
14 2-8°C20% (v/v) de 0,12 mg/ml12 mM [0,4 mMiNinguno
glicerol ldetectado
15 2-8°C20 mM de 0,12 mg/ml2 mM [0,4 mM(Ninguno
Zwittergent |detectado
e
3-12 + 0,5M
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16 2-8°Cl20 mM de 0,12 mg/ml2 mM 0,4 mM|Ningunc
Zwittergent detectado
e

17 2-8°C|30 mM de 0,12 mg/ml2 mM 0,4 mM|Ninguno
taurodesoxi detectado
co

18 2-8°C[30 mM de 0,12 mg/ml2 mM (0,4 mM|Ninguno
taurodesoxi detectado
co

19 2-8°C[30 mM 0,12 mg/mliz mM |0,4 mM|[Presente
taurodesoxi
colato

20 2-8°Cl0,5 M de 0,12 mg/ml|2 mM |0, 4 mM|Ninguno
arginina detectado

21 2-8°Cl40 mM de 0,12 mg/ml}|2 mM |0, 4 mM|Ninguno
Octil- detectado
Tioglucopir
andsido I

22 2-8°C|l60 mM de 0,12 mg/ml2 mM [0,4 nWﬂNinguno
hexilglucop detectado
iranésido ‘
0,1%(p/v) l
{PEG-6000 |

23 2-8°CI30% (v/v) 0,12 mg/ml|2 mM |0,4 mM{Ninguno
de etanol ’ ldetectado

24 2-8°C20% (v/v)de|0,12 mg/ml|2 mM [0,4 mMNinguno
alcohol ldetectado
isopropilic i
0 |

2-8°C|30 mM de 0,12 mg/mll2 mM 0,4 mM[Ninguno

taurodesoxi ldetectado
co |

|
Tabla 2. Matriz de prueba de replegamiento y
|

resultados
Condicidn TempDetergente Conc ConcConclPresencia de
experimental de de de :TGF—Beta 3
' TGF- (GSH (GSSGdimérico
Beta correctamente
3 replegado por;
llandlisis de
i transferencia
26 2- |100 mM de 0,12 12 mM2 mMNinguno
B°C |Zwittergente mg/ml detectado
3-08
27 2- 140 mM de Taurocolatc0,12 [2 mM2 mMNinguno
8°C mg /ml ' detectado
|
|
28 2- 140 mM de Big CHAP 0,12 |2 mM2 mMNinguno
g°cC -mg /ml 'hetectado
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29 2- |60 mM de Hexil 0,12 [2 mM2 mMNinguno
8°C |glucopiranésido mg /ml detectado
30 2- |0,5%(p/v) de ASB-14 (0,12 mM2 mMNinguno
8°C mg /ml detectado
31 2- 10,5%(p/v) de DDMAB [0,12 mM2 mMNinguno
8°C mg/ml Idetectado
32 2- 10,5%(p/v) de CTAB 0,12 mM2 mMNinguno
8°C mg /ml] |detectado
33 2~ |0,2%(p/v) de SDS 0,12 mM2 mMNinguno
8°C mg/ml :detectado
34 2- 10,1%(p/v) de 0,12 mM2 mMNinguno
8°C Dodecil- mg/ml] ldetectado
b-D-maltdsido |
I
35 2- 10,1%(p/v) de Tween 0,12 mM2 mMNinguno
8°c 20 mg /ml] | detectado
36 2- |IM de NDSB-201 0,12 2 mM2 mMPresente
8°C ‘ mg /ml {
37 2- 10,7 M de CHES 0,12 mM2 mMPresente
g8°C mg /ml 4
38 2- [|20%(v/v) de sacarosal0,12 mMZ mMNinguno
8°C mg /ml detectado
39 2- [20%(v/v) de gliceroll0,12 mM2 mNNinguno
8°C mg/ml | [detectado
40 2- |20 mM de 0,12 mM21nMNinguno
8°C [zZwittergente 3- mg /ml detectado
12 + 0,5M Arginine
41 2— 20 mM de 0,12 mM2 mMNinguno
8°C |Zwittergente 3- mg/ml detectado
08 + 1M NDSB-221
42 2—- |30 mM de 0,12 mMZ2 mMPresente
8°C |taurodesoxicolato + mg/ml
0,5M Arginina
43 2-  |30mM 0,12 mM2 mMPresente
8°C [taurodesoxicola-to +mg/ml i
1M NDSB-221 :
44 2— 30 mM de , 0,12 mM2 mMPresente
8°C [taurodesoxicolato + mg/ml ‘
0,7 M de CHES
!
45 2- 10,5 M de arginina 0,1z mMZ2 mMNinguno
g°cC mg/ml ' detectado

|
|
|
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46 2- 140 mM de Octil- 0,12 |2 mM2 mMNinguno
B8°C [Tioglucopiranésido mg/ml detectade
47 2- |60 mM de 0,12 [2 mM2 mMNinguno
8°C Hexilglucopirandsidomg/ml detectado
0,1 $(p/v) PEG-6000

48 2- [30% (v/v) de Etanol (0,12 [2 mM2 mMNinguno

B°C mg /ml 'detectado
49 2— |20% (v/v) de alcohollD,12 2 mM2 mMNinguno

3°C |isopropilico mg /ml | detectado
50 2— |30 mM de 0,12 (2 mM2 Ninguno

8°C ltaurodesoxicola-to mg/ml m?Letectado
3.13 Ultrafiltracién/Cromatografia de interaccidén
hidrofdbica.
La solucién replegada seleccionada se concentrd 5 veces
por ultrafiltracidon (la membrana fue una |lamina plana

Millipore Pellicon 5 kDa, GC,1 m?, prueba} de celulosa
regenerada). El1 pH del material replegadc concentrado
luego se ajustd a un pH de 2,5~2,8 usando acido acético
glacial antes de diluir 1:1 en buffer de dilucidn (2,72
g/L de acetato de sodio, 264,28 ¢g/L de sulfaFo de amonio,
100 ¢g/L de &cido acético, vy 210, 7 g/L de ciorhidrato de
arginina de pH 3,3). Se equilibrdé una columna de flujo
rapido de Butilsefarcosa 4 (Amersham, 1% cm |de altura de
lecho]) con cuatro volumenes de columna de Buffer A (2,72

|
g/L de acetato de sodio, 132,14 g/L de sulfato de amonio

y 100 g/L de acido acético a pH 3,3).|El material
replegado se filtrd a través de una membraga de 0,22 uM
(filtro Millipore Millipak) antes de cargarse en una
columna de butilsefarosa a una velocidad deEflujo de 100
cm/hora (esta velocidad de flujo se usé| en todo el
procedimiento). La columna luego se lavd en Buffer A para

I
cuatro volumenes de columna. Las proteinas de TGF-Beta 3




89

se eluyeron de la columna usando Buffer B

acetato de sodio, 100 g/L de &acido acético

etancl, pH 3,3). Se mezcld el primer pico,

proteinas TGF-B3 en formas monoméricas vy diméricas

Figura 11), antes de 1la separacidén de

monoméricas.

Informacién de secuencia

TGF-B1l (Secuencia ID No. 1)

(2,72 g/L de
y 300 g/L de

gque contiene

(ver,

Yas proteinas

b

ALDTNYCFSSTEKNCCVRQLYIDFRKDLGWKWIHEPKGYHAN?CLGPCPYIWSLDT
QYSKVLALYNQHNPGASAAPCCVPOALEPLPIVYYVGRKPKVEQLSNMIVRSCKCS

TGF-B2 (Secuencia ID No. 2)

ALDAAYCFRNVQDNCCLRPLYIDFKRDLGWRWIHEPKGYNAN%CAGACPYLWSSDT
QHSRVLSLYNTINPEASASPCCVSQDLEPLTILYYIGKTPKIEQLSNMIVKSCKCS

TGF-f3 (Secuencia ID No. 3)

f
I

ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGYYANF?SGPCPYLRSADT

THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVE?LSNMVVKSCKCS
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El ADN que codifica el TGF-Betal de longitud completa

{Secuencia ID No. 4,3, que muestra péptidos sefal

{mostrado en itdélica), pro-péptido (mostrado en negrita)

asi como el fragmento activo (mostradoc en texto normal)

atgeegecet cogggotgeg gotgotgotg ctyotgeotac cgotgoigty gotactgyeg
ctgacgoccty goeggocgge cgogggacta tccacctgea agactaycga catggagetg

gtgaagecgga
agececccga
tacaacageca
gcegactact
tatgacaagt
cgagaagegg
aagttaaaag
tacctcagceca
accggagttg
geccaatget
accggecgeo
atggceacee
gacaccaact
gacttecgea
ctckgecteg
gcectgtaca
ctggagocga
aacatgatcg

agcgeatcga
gceaggggga
cceogegaccg
acgccaagga
tcaagcagag
tacctgaacc
tggagcagca
accggetget
tgaggcagty
cctgtgacag
gaggtgacct
cgctggagag
attguttcag
aggacctcyg
gyccetgcee
acoageataa
tgcecathgt
tgugeracky

ggccecateege
ggtgecgece
ggtggceggg
ggteacoogeo
tacacacagce
cgtgttgete
caotggagetg
ggcacccage
gttgageegt
cagggataac
ggecaccatt
ggcceageat
ctocacggan
crggaagbgy
ctacatttyg
ccegggegoe
gtactacgtg
caagtgcagce

ggacagatcc
ggecegekge
gagagtgcag
gtgctaatgg
atatatatgt
tccegggceayg
taccagaaat
gactegaroag
ggaggggaas
acactgcaag
catggcatga
ctgcaaagect
gagaactgct
atccacgaygc
agecktggaca
teyggeagegce
ggecgeaage
tga

tgtccaggct
ccgagchgt
aaccggagac
tggaaacaca
tcttca#cac
agckgegtet
acagcaacaa
agtggt%atc
ttgagggett
tggacatcaa
accggcattt
cccggc?ccg
gcghgeggea
ccaagqgeta
cgcagtacag
cgtgatgeat
ceaaggtgga

geggctegee
getegecctg
cgagcectgag
caacgaaatc
atcagagctc
gctgaggatce
ttectggega
ttttyatgtc
tcgecttage
cgggttcact
cctgcettete
cegagocetyg
gctgtacatt
ceatgecaac
caaggteckg
geegoaggeg
gcagctghee
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El ADN que codifica el TGF-Beta 2 de 1longitud completa
5),

(Secuencia ID No. que muestra péptidos senal

{mostrado en italica), pro-péptide (mostrado en negritca)

asi como el fragmento active (mostrado en texto normal)

ctotetacet goageacact cgatatggac cagttoatge geadgaggat cgaggegate

cgcgggeaga
gaggaagtce
aaggogagoc
aaggaggttt
ttctacagac
tcecaatttgg
cctgaacaac
cagegctaca
gatgtaaoty
ataagcttaa
aaaagtgaag
ggtgatcaga
ctgotaatgt
cgtgetttygg
ctttacatiy
aatgccaact
agggtcctga
tcccaagatt
caqctttcta

tocotgagaaa
acacggaggt
Jyagggegyac
acaeaataga
actacttcag
tgaaagcaga
ggattgagcet
togacageaa
atgctgttea
actgtcectg
aactagaagce
aaactataaa
tattgceeeto
atgeyggecta
atttcaagag
tekglgetgy
ccitatataa
tagaacctct
atatgaltgl

gotgaageta
gatttceatc
cgoctgegagy
catgocgeca
aattgttcga
gtteagagte
atatcagatt
agttgtgaaa
tgaatggett
ctgeocactttt
aagatttgea
gtecactagg
atacagactt
ttgocthtaga
ggatctaggy
ageatgeeoog
taccataaat
aaccattcte
aaagtcttgc

accagtceed
tacaacagca
cgcgagagga
ttettocect
tttgacgtet
tttegtttge
ctecaagteeca
acaagageag
caccataaag
gtaccatcta
ggtattgatg
aaaaaaaaca
gagtcacaac
aatgtgcagyg
tggaaatgga
tatttetgga
ccagaageatc
tactacattg
aaatgcagct

cagaagﬁcta
ccagggﬁctt
gcgacgaaga
ccgaagecat
cagcaa?gga
agaacccaaa
aagattﬁaac
aaggcgﬁatg
acaggaﬁcct
ataattecat
gcacctaeac
gtgggaagac
agaccaacoy
atratl:gctyg
tacacgéacc
gttcag?cac
ctgctt$tcc
gcaaaacace
aa

tocctgagcac
gctococaggayg
gtactacgec
ccogeccact
gaagaatgct
agccagagty
atotoraacc
gotctaottc
gggatttaaa
catcccaaat
atataccagt
cccacateta
geggaagaag
cctacgteca
caaagggtac
fcagcacage
ttgctgegtyg
caagattgaa



El ADN gue codifica el TGF-Beta 3 de longitud completa

(Secuencia

(mostrado en italica),

asi como el fragmento activo

atgangatge
agactotcte
gaagccatta
gtgatgaccc
gaggagatgo
tatgooaaayg
gotgtotgoa
aazaaatagaa
tctaagogga
goaaaacage
tectttgatg
otagaaatea
aacattcacg
ogtggagata
atgatgattc
gctittggaca
tacattgact
gecaacttet
gtgetyggac
cayggacctag
ctectccaaca

ID No. 6),

acttgcuaag
tgtecoacttg
ggagacagat
acgtcocata
atggggagag
asatccataa
ataaaggaat
aasaccetatt
atgagoagag
gctatategyg
tcaotgacaa
geatteactg
aggtgatgga
tggggecgeet
coccacacceg
ueeatltacty
tcecgacagga
gotcaygoce
tgtacascac
ageoeckgac
tggtggtgaa

ageclotggly
caccaccttg
attgagcaag
tcaggteetg
ggaggaagge
attegacatg
tacctooaag
cogageagaa
gatagagcotao
tggcaagaat
tgtgegtgng
tceatgteoac
aatcaaatto
caagaageag
goctocgacaac
cttocgeaac
tetgggetgg
ttacocatac
f:etgaaccct
catcetgtac
gtcttgtaaa

92

que

pro-péptido

gtectggeee
gactteggec
ctcaggetca
gcactttaca
tgeacccagyg
atccagggga
gttttaoget
ttoogggtet
ttecagatec
ctgccaoacac
tggetgttga
acctttcage
aaaggagtgg
aaggatoaac
ccgggecagy
ttggaggaga
aagtogalece
creegeaqgng
gaagcaltcty
ratgttggaa
tgtagetga

muestra

tgctgaactth
acatcaagaa
ccagceccac
acagcacccyg
aaaacaccga
tggoggagea
tcaatgtgte
tgegggtgoo
ttoggooaga
ggggcactge
gmagagagtc
coaatggaga
acastgagga
agasccctca
ggggtcagag
actgetgigt
atgaacctaa
cagacacaac
cetogeocttg
ggaccececad

péptidos

tgcca?ggtc
gaagagggtg
tgagogaacg
9939G$g°t9
gtcgg?atac
caacgaagtg
ctcaq?ggag
caacceosge
tgagc?catt
cgagtggety
caacttaggt
tatcc?ggna
tgacc§tggc
tctnatccte
gaagaagegg
gcgccgcctc
gggct?ctat
woacageaay
ctgegtgeec
agtggageag
|

seral

(mostrado en negrita)

(mostrado en te§to normal)

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
Xele]
950
1020
1080
1140
1200
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Secuencia ID Ho. 7 ADH yue codifica fragmento aectivo| de

TGF-$3 humano tipo salvaje
GCT TTG GAT ACC AAT TAC TAC TTC CGC AAC TTG GAG GAG AAC TGC
TGT GTG CGC CQC C1C TAC ATT GAC TTC CGA CAG GAT CTG CGC TGO
AAG TGG GTC CAT GAA CCT AAG GGC TAC TAT GCC AAC TTC TGC TCA
GGC CCT TGC CCA TAT CTC CGC AGT GCA GAC ACA .;\CC CAC tﬁ\(’-C ACG
GTG CTG GGA CTG TAC AAC ACT CTG AAC CCT GAA GCA TCY bCC TT<a
CCT TGC TGC GTG CCC CAG GAC CTG GAG CC(lZ CTG ACC ATC CTG‘ TAC ’I'AT
GTT GGG AGG ACC CCC AAA GTG GAG CAG CTC TCC AAC ATG GTG GTQ

AAGTCT TGT AAATGT AGC |

Cebadores de sentido y antisentido para la generaci;m de ADHc

de JGF-Beta ), TGF-Beta 2 y TGl-Beta 3: |
f

TGF-Beta J

Cebador sentido -5 G1T ACA CCA TGG CCCTGG ACA CCA ACT ATT Y

Cebador antisentido-3' CAG CCU GAT CCG GTC GACTCA GCT GC‘A crrs
l

TGE-llgta 2

Cebador sentide -5' GTT ACA CCA TGU CTT TG ATG CGG CCTATT
Cebador antisentide-3 CAG CCG GATCCGGIC GACTCA GCTOGCATITG S

TGE-Beta 3 \
l )
Cebador sentido -8 GAT ATA CCATGG CTT TGG ACA CCA ATTACTACTGC ¥
Cebador antisentido-5' CAGCCG GAT CCG G1C GACTCA GCT I\C[l‘\ TIT ACA AGA
cy |

|
|
I
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REIVINDICACIONES

1. Un mondmero TGF-B o un fragmento biocldgicamente activo
o derivadc de este para usoc como medicamentoL

, |
2. Un mondmerc TGEF-f3, o un fragmento bioldgicamente

activo o derivado de este para uso como medi?amento.
Coe .
3. El wuso de acuerde con la reivindicacion 1 o
reivindicacién 2, en donde el mondmero TGF-B tiene un
peso molecular de aproximadamente 12 kDa. l
!
|
|
coa Ny
4, E1 wuso de acuerdo con la relvindicacidén 2 o
reivindicacidén 3, en la preparacién de un medicamento
g L.
para usar en la aceleracidn de la cura de hgrldas y/o la

inhibicidén de la formacidédn de cicatrices.

|
|
5. El uso de acuerdo con cualquieFa de las
reivindicaciones 2 a 4, en donde el moném%ro TGF-B3, o
fragmento o derivado es mondmero TGF-(3 que;comprende la
Secuencia ID No. 3, o un fragmento biolégicémente activo

o derivado de este, i

6. FEl wuso de acuerdo con la reivind%cacién 4 o)
reivindicacién 5, en donde la herida es{ una herida
dérmica. ‘ '

7. E1l wuso de acuerdo con la reivindicacidén 4 o

]
reivindicacién 5, en donde 1la herida es} una herida

i
ocular. |

o
8. El uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicacicnes 4 a 7, en donde la herida es una herida

'
aguda,
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9, E1 uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde la

herida es una quemadura.

10. E1l uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 7, en donde la herida es una herida

cronica.

11. E1 wusc de acuerdo con la reivindilcacidn 2 o
reivindicacidén 3, en la preparacién de un| medicamento

para usar en la promocidén de la regeneracidn |epitelial.

12. El uso de acuerdo con la reivindicacién: 11, en donde

el epitelio comprende la epidermis.

3. E1l uso de acuerdc con la reivindicacidén|ll, en donde

el epitelio comprende el epitelio ocular.

i

.. A . .
14. E1 wuso de acuerdo con la reivindicacién 2 o
l
reivindicacidén 3, en la preparacién de un! medicamento
. J
para usar en la prevencidén vy/o tratamiento de un
)

trastorno fibrético.

15. El1 uso de acuerdo con la reivindicacién |14, en donde
el trastorno fibrético se selecciona del grupo Qque
.

consiste en fibrosis pulmonar, fibrosi% hepatica,
escleroderma, fibrosis cutéanea, fibrosi% muscular,
fibrosis por radiacidén, fibrosis renal, fibrgsis ocular vy
fibrosis uterina.

16. El1 wuso de acuerdo <¢on cualquier reivindicacién

precedente, en donde el mondémero, fragmento

—————— e ey — — - — -

e
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bioldgicamente activeo o derivadoc de este se proporciona
en una concentracidén de entre 0,78 pM vy 0,78‘mM.

17. E1 uso de acuerdo con cualquier reivindicacién
precedente, en donde el medicamento tiene un pH de
aproximadamente 5 a 7.

18. E1 wuso de acuerdo con cualquier reivindicaciédn

|

precedente, en donde el medicamento es sustancialmente

libre de alcohol.

}

19. El1 wuso de acuerdo con cualquier reivindicacién

)

precedente, en donde el mondmero TGF-B, 1o fragmento

biolbégicamente active o derivado de este, seipliega en su

forma bioldégicamente activa por un método dque comprende
agregar TGF-P monomérico no plegado, solLbilizado (o
fragmentc o derivadec de este) a una solucidn que
contiene:

{1} acido 2-{(ciclcochexilamino)-etansulfdénico (CHES) o
un Pandlogo funcicnal de este; vy

(1i) un sistema redox de sulfhidrilo/disulfuro de

bajo peso molecular; e

incubar el TGF-p en la solucidén hasta que se forma TGF-p
monomérico bioldgicamente activo, }

:

20. Un método de acelerar la curacidén de| heridas vy/o
inhibir la formacidn de cicatrices, el: método que
comprende administrar a un paciente gue n%cesita dicho
tratamiento una cantidad terapéuticamente efectiva de un
TGF-f monomérico o un fragmento biolégicaménte activo o

|
derivado de este. !

N
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21. Un método de acuerdo con la reivindicacién 20, en
donde el mondmero de TGF-B3, o £fragmento, es un TGF-B3
monomérico de tipo salvaje que comprende la [Secuencia ID
No. 3, o un fragmento bioldgicamente activo ¢ derivado de

este.

22. Un método de acuerdo con 1la reivind%cacién 20 o
reivindicacidén 21 en donde la herida eé un herida

dérmica.

23. Un método de acuerdo con la reivindicacidén 20 o

reivindicacidén 21 en donde la herida es un herida ocular.

g3
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Figura 1. Comparacién de TGF-Beta 3 monomérico con TGE-

Beta 3 dimérico por SDS-PAGE (tefiido con azul Coomassie)

Via | Muestra Concentracidn
cargada por via

1 TGF-Beta 3 3 ug
monomérico

2 TGF-Beta 3 dimérico |3 ug

2 Estandares de peso 10 pg
molecular
Invitrogen Mark 12

Condiciones no reducidas Condiciones reducidas

FI‘.]_- 2 l—gz-'I 31 kDa

X
]
't
. i
B 3

21.25 kDa 2].25kDa

i 4 14.4KDa
i 64Da




Figura 3 Tratamiento del sitio de la herida

Grupo [Tratamiento/ Concentracidn
nuestra (ng/10C piL)

1\ TGF-Beta3 50 '
monomérico tipo
salvaje

B TGF-Betal3 100
monomérico tipo
salvaje

G TGF-Beta3 dimérico|50
tipo salvaje

H 0.25 M de maltosa IN/A
{control con
placebo)

I Naive (sin N/A
tratamiento)
control)




Figura 4. Media de puntaje macroscopico del Dia 3 (% SD)

S8

para heridas incisionales (A y B) tratadas con TGF-Beta 3

monomérico y dimérico tipo salvaje
10 -
- B TGF-Bata 3 ondimero tipo)
satvaie (60ngH00pN
B .
s 7 TGF-Beta 3
3 (100np/100p11)
2 5
o _ ’
s 64 B TGF-Beta 3 dimero tipo sahlvaije
2 {SOng/100pl) |
s
[
E 1
& 31 W 0.25M Maltosha (Placebo)
2 -
14 &1Sin tratamiento
0 A b0 \

Tratamiento

®% Curacion significativamerite aumentada en comparacion con Ilelidasisln tratamiento (p<0.01)
|




Figura 5. Tratamiento del sitio de la herida

Grupo Tratamiento/ Concentracidn
muestra {(ng/100 p%)
Y MGF-Beta3 monomérico |50
tipo salvaje
B TGF~Beta3 monomérico (100
tipo salvaje
K TGF-Beta3 dimérico 50
tipo salvaje
L, 0.25 M de maltosa N/A
(control con placebo)
™M Naive (sin N/A
tratamiento)
control)




” N

Figura 6. Media de puntaje macroscédpico del Dia 70 (£ SD)

para heridas incisicnales (A y B) tratadas con TGF-Beta 3

monomérico % dimérico tipo salvaje
10 l
9 -
gl ®TGF-Beta 3 monomérico
’ tipo|salvaje (50ng/100
[ ¥
s g TGF-Beta 3 monomerico
: tipo|salvaje (100 ng/100
: 0 ul) |
3 4 ] O,2§M Maltosa (placebo
£ !
3- ) ® Sin tratamiento
.
1 -
0 l
10 -

Tratamiento

** Formacidén de cicatrices significativameqte diminuida
.. . t
en comparacidn con las heridas tratadas con

placebo (p<0,01)



Figura 7. Imagenes de cicatriz macroscdpicas

representativas (70 dias después de la herida)

TGF-Beta 3 Mononaiico TGF-Bota 3 Monomérico
tipo salvaje (50ng/100uL) Aipo salvaje (100ngi1004L) |

TGF-Beta 3 linérico tipo salvaje
(50ng/100uL)




Opicas

.

macrosc

Imagenes de cicatriz

Figura 7 Continuacién.

{70 dias después de la herida)

representativas

Sin tratamiento

TP 2
.

S A b R

"k




icroscédpicas

10 - ;
Figura 8. Imagenes de cicatriz r%1

'representativas de heridas tratadas cony TGFBeta 3

herida)

monomérico y dimérico tipo salvaje (70 dias ?espués de la
!
|

Clave
E = Epideirmis
ND = Dermis

S=Cicatriz

TGF-Beta3 dimérico tipo salvaje
(50 ng/100 ul) '
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Figura 8 Continuacién. Imagenes de cicatriz microscdpicas

representativas de heridas tratadas con TGFBeta

monomérico y dimérico tipo salvaje

herida)

TGF-Betu 3 mon(‘ungllcotlpo salvaje
(SOny/100p1.)

3

(70 dias ?espués de la

e
A ,-’2@3" : 134
A

(_mUng/mnpiu',)
|

i

ey

22

TGF-Beta 3 mondinatice tipo salvaje

Zoy



Figura 9

12

!

|

1

TGF-Bein 3 monaméliéo
«Iesmtm:ﬂlzmlol

.r
Sy e
AT LA

Calle Muestra
1 Estandar Mark 12 Standard
2 Clon 1 3hr Pos-induccidn (3 ulL) :
3 Clon 2 3hr Pos-induccidén (3ul) |
4 Clon 3 3hr Pos-induccidn (3plL)
5 Clon 4 3hr Pos—inducciénl(3pL)
6 Estandar Mark 12
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<110>

<120>
<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala reu
1

val Arg
Ile His

Pro Tyr
50

Tyr Asn
65

Gln Ala
Lys val

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ala Leu
1

Leu Arg

Renovo Limited
Ferguson, Mark

Mellors, pPhil
Laverty, Hugh

occleston, Nick
0'Kane, Sharon
Atkinson, Emma

P122997 WO ST25 sequence listing
SEQUENCE LISTING

MEDICAMENTS AND PROTEINS

P90083PwO

GB(0604966.2
2006-03-11

15

PatentIn version

1

112

PRT .
Homo sapiens
1

Asp Thr Asn

Gln Leu Tyr
20

Glu Pro Lys
35

Ile Trp Ser

GIn His Asn

Leu Glu Pro
85

Glu GIn Leu
100

112
PRT .
Homo sapiens

2
Asp Ala Ala
5

Pro Leu Tyr

Tyr

Ile

Gly

Leu

Pro

70

Leu

Ser

Tyr

Ile

3.3

Cys

AsSp

Tyr

AsSp

55

Gly

Pro

Asn

cys

Asp

Phe
Phe
His
40

Thr
Ala

Ile

Met

Phe

Phe

Ser

Arg

25

Ala

Gln

ser

val

Ile
105

Arg

Lys

Ser

10

Lys

Asn

Tyr

Ala

Tyr

90

val

Asn
10

Thr

ASp

Phe

Ser

Ala

75

Tyr

Arg

val

Glu

Leu

Cys

val

Ser

Arg Asp Leu
Pagina 1

LyS

Gly

Leu

45

val

Cys

Gly

Cys

Asp

Asn

Trp

30

Gly

Leu

Cys

Arg

Lys
110

AsSn

Trp

Lys

val

Cys

Lys

G- ——00T -




Ile His Glu
35

Pro Tyr Leu
50

Tyr Asn Thr
65

GIn Asp Leu

Lys Ile Glu
<210> 3
<211> 112
<212> PRT
<213> Homo
<400> 3

Ala teu Asp
1
val Arg Pro

val His Glu
35

Pro Tyr Leu
50

Tyr Asn Thr
65

Gln Asp Leu
Lys val Glu

<210> 4

<211> 1173
<212> DNA
<213> Homo

<400> 4

20

Pro Lys

Trp Ser

Ite Asn

Glu Pro

85

GIn Leu
100

sapiens

Thr Asn

Leu Tyr

20

Pro Lys

Arg Ser

Leu Asn

Glu Pro

85

GIn Leu
100

sapiens

Gly
ser
Pro
70

Leu

Ser

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

70

Leu

Ser

P122997

Tyr

Asp

55

Glu

Thr

Asn

Cys

ASp

Tyr

ASp

55

Glu

Thr

Asn

Asn

40

Thr

Ala

Ile

Met

Phe

Phe

Tyr

40

Thr

Ala

Ile

Met

WO ST25

25

Ala
é1n
Ser
Leu

Ile
105

Arg
Arg
25

Ala
Thr
Ser

Leu

val
105

Asn

His

Ala

TYyr

90

val

Asn

10

GIn

ASn

His

Ala

Tyr

90

val

sequence listing

30

Phe Cys an Gly Ala

Ser

ser

75

Tyr

Lys

Leu

Asp

Phe

ser

ser

75

TYyr

Lys

atgccgecct ccgggetgeg goetgctgetg ctgctgetac

ctgacgcctg gccggecgge cgcgggacta tccacctgea

Arg val
60
Pro Cys

ITe Gly

ser Cys

Glu Glu

Leu Gly

Cys Ser
45

Thr val
60
Pro Ccys

val Gly

Ser Cys

cgctgetgtg gctacrggtg

agactatcga catggagctg

Pagina 2

Leu

cys

Lys

Lys
110

Asn

Trp

30

Gly

Leu

Cys

Arg

Lys
110

Ser

val

Thr

95

Cys

cys

15

Lys

Pro

Gly

val

Thr'

95

Cys ¢

i

!
|
'
|

60
120



gtgaagcgga
agccecececga
tacaacagca
gccgactact
tatgacaagt
cgagaagcgg
aagttaaaag
tacctcagca
accggagttg
gcccactgcet
accggccgcc
atggccaccc
gacaccaact
gacttccgca
ttctgcctcg
gccctgtaca
ctggagccgce
aacatgatcg
<210> 5

<211>
<212> DNA
<213>

<400> 5
ctgtctacct

cgcgggcaga
gaggaagtec
aaggcgagcc
aaggaggttt
ttctacagac
tccaatttgg
cctgaacaac
cagcgctaca
gatgtaactg
ataagcttac
aaaagtgaag

ggtgatcaga

1182

agcgcatcga
gccaggggga
cccgegacceg
acgccaagga
tcaagcagag
tacctgaacc
tggagcagca
accggctget
tgcggcagtyg
cctgtgacag
gaggtgacct
cgctggagag
attgcttcag
aggacctcgg
ggccctgecc
accagcataa
tgcccathgt

tgcgctectg

Homo sapiens

gcagcacact
tcctgagcaa
ccccggaggt
ggagggcggc
acaaaataga
cctacttcag
tgaaagcaga
ggattgagct
tcgacagcaa
atgctgttca
actgtccctg
aactagaagc

aaactataaa

P122997 WO ST25 sequence listing

ggccatccgce
ggtgccgecc
ggtggccgag
ggtcacccgce
tacacacagc
cgtgttgctce
cgtggagctg
ggcacccagc
gttgagccgt
cagggataac
ggccaccatt
ggcccageat
ctccacggag
ctggaagtgg
ctacatttgg
cccgggegec
gtactacgtg

caagtgcagc

cgatatggac
gctgaagcetc
gatttccatc
cgcctgcgag
catgccgecc
aattgttcoa
gttcagagtc
atatcagatt
agttgtgaaa
tgaatggctt
ctgcactttt
aagatttgca

gtccactagg

ggccagatcc
ggcccgetge
gagagtgcag
gtgctaatgg
atatatatgt
tcccgggeag
taccagaaat
gactcgccag
ggaggggaaa
acactgcaag
catggcatga
ctgcaaagct
aagaactgct
atccacgagce
agcctggaca
tcggcggcegc
ggccgcaagce

tga

cagttcatgc
accagtcccc
tacaacagca
cgcgagagga
ttcttcccct
tttgacgtct
tttcgtttgce
ctcaagtcca
acaagagcag
caccataaag
gtaccatcta
ggtattgatg

daaaaaaaca

tgtccaagct
ccgaggccgt
aaccggagcec
tggaaaccca
tcttcaacac
agctgcgtct
acagcaacaa
agtggttatc
ttgagggctt
tggacatcaa
accggecttt
cccggeacceg
gcgtgcggca
ccaagggcta
cgcagtacag
cgtgctgcegt
ccaaggtgga

gcaagaggat
cagaagacta
ccagggactt
gcgacgaaga
ccgaagccat
cagcaatgga
agaacccaaa
aagatttaac
aaggcgaatg
acaggaacct
ataattacat

!

gcacctccac

gtgggaagac

Pagina 3

gcggetegec
gctcgicctg
cgagcctgag
|
caacgaaatc
atcagagctc
gctgaégctc
ttccrggega
ttttgétgtc
tcgcc%tagc
cgggt%cact
cctgetrtetc
ccgageectg
gctgtacatt
ccatchaac
caaggtcctg
QCCgc?ggcQ
gcagc#gtcc

cgagdcgatc
tcctgagecc
gctcéaggag
gtacéacgcc
cccgéccact
gaagéatgct
agccégagtg
atctécaacc
gctcﬁccttc
gggafttaaa
catcccgaat
atat#c&agt
ccca%atctc

|

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173

60
120
180
240
300
360

420 -

480
540
600
660
720
780



Ttgctaatgt
cgtgctttgg
ctttacattg
aatgccaact
agggtcctga
tcccaagatt
cagctttcta
<210> 6
<211> 1239
<212> DNA
<213> Homo

<400> 6
atgaagatgc

agcctctcte
gaagccatta
gtgatgaccc
gaggagatgc
tatgccaaag
gctgtctgec
aaaaatagaa
tctaagcgga
gccaaacagc
tcctttgatg
ctagaaatca
aacattcacg
cgtggagatc
atgatgattc
gctttggaca
tacattgact
gccaacttct
gtgctgggac
caggacctgg
ctctccaaca
<210> 7

<211> 336
<212> DNA

tattgccctc
atgcggcecta
atttcaagag
tctgtgctgg
gcttatataa
tagaacctct

atatgattgt

sapiens

acttgcaaag
tgtccacttg
ggggacagat
acgtccccta
atggggagag
aaatccataa
ctaaaggaat
ccaacctatt
atgagcagag
gctatatcgg
tcactgacac
gcattcactg
aggtgatgga
tggggcgect
ccccacaccg
ccaattactg
tccgacagga
gctcaggecc
tgtacaacac
agcccctgac

tggtggtgaa

P122997 WO ST25 sequence listing ’

ctacagactt
trgctttaga
ggatctaggg
agcatgcccg
taccataaat
aaccattctc

aaagtcttgc

ggctctggtyg
caccaccttg
cttgagcaag
tcaggtcctg
ggaggaaggc
attcgacatg
tacctccaag
ccgagcagaa
gatcgagctc
tggcaagaat
tgtgcgtgag
tccatgtcac
aatcaaattc
caagaagcag
gctcgacaac
cttccgcaac
tctgggetgg
ttgcccatac
tctgaaccct
catcctgtac

gtcttgtaaa

gagtcacaac
aatgtgcagg
tggaaatgga
tatttatgga
ccagaagcat
tactacattg

aaatgcagct

gtcctggecc
gacttcggcc
ctcaggctca
gccctttaca
tgcacccagg
atccaggggc
gttttceget
ttccgggtct
ttccagatcc
ctgcccacac
tggctgttga
acctttcagc
aaaggcgtgag
aaggatcacc
c€cgggeeagyg
ttggaggaga
aagtgggtcc
ctccgcagfg
gaagcatctg
tatgttggga
tgtagctga

agaccaaccg
ataattgctg
tacacgaacc
gttcagacac
ctgcttctcc
gcaaaacacc

aa

tgctgaactt
acatcaagaa
ccageececcec
acagcacccg
aaaacaccga
tggcggagca
tcaatgtgtc
tgcgggtgcc
ttcggccaga
ggggcactgc
gaagagagtc
Cccaatggaga
acaatgagga
acaaccctca
ggggtcagag
actgctgtgt
atgaacctaa
cagacacaac
cctcgecttg

ggacccccaa

Pagina 4

gcggaagaag
cctacﬁtcca
caaagggtac
tcagcacagc
ttgctgcgtg

caagattgaa

tgccacggtc
gaagagggtg
tgagc%aacg
ggagctgctg
gtcggéatac
caacgaactg
ctcagtggag
caaccécagc
tgagcgcatt
cgagtagctg
caactLaggt
tatcc%ggaa
tgaccatggc
tctaaFcctc
gaaga59cgg
gcgccﬁcctc
gggct%ctat
ccacagcacg
ctgcg%gccc

agtgghgcag

|
|
|

840
900
960
1020
1080
1140
1182

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1239
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<213> Homo sapiens

<400> 7
gctttggaca ccaattactg cttccgcaac

tacattgact tccgacagga tctgggctgg
gccaacttct gctcaggccce ttgcccatac
gtgctgggac tgtacaacac tctgaaccct
caggacctgg agcccctgac catcctgtac
ctctccaaca tggtggtgaa gtcttgtaaa
<210> 8

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sense primer for TGF-beta

<400> 8
gttacaccat ggccctggac accaactatt

<210> 9

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

ttggaggaga
aagtgggtcc
ctccgcagtg
gaagcatctg
tatgttggga
tgtagc

<223> Antisense primer for TGF-beta 1

<400> 9
cagcceggatce cggtcgactc agctgecactt

<210> 10

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> sense primer for TGF-beta

<400> 10
gttacaccat ggctttggat gcggcctatt

<210> 11
<211> 31
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

2

<223> Antisense primer for TGF-beta 2

<400> 11
cagccggatc cggtcgactc agctgcattt

<210> 12

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

9

Pagina 5

|
|
|
l
|

actgctgtgt gcgcccectce
atgaacctaa gggctactat
cagacacaac ccacagcacg
cctegecttg ctgcgtgeec

ggacccccaa agtggagcag

60
120
180
240
300
336

30

30

30

31
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<220>

<223> Sense primer for TGF-beta 3
<400> 12

gatataccat ggctttggac accaattact actgc ‘
<210> 13

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Antisense primer for TGF-beta 3
<400> 13

cagccggatc cggtcgactc agctacattt acaagac

<210> 14

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> T7 promoter primer
<400> 14

taatacgact cactataggg

<210> 15

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> T7 terminator primer
<400> 15

gctagttatt gctcagcgg

Pagina 6

35

37

20

19
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

|

|
PATENTE DE INVENCION [‘( MODELO DE UTILIDAD [ ]
€ Indicacion de que se solicita la concesion de una patentei ' |

» € Datos de identificacion del solicitante o de la persona quell presenta la solicitud | b

¢ Descripcion de la invencion | [}
¢ Dibujos de ser estos pertinentes ‘I LA
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas “ 1.
COMPLETA [ ] i INCOMPLETA [ ]

l
DISENQ INDUSTRIAL [ ] :
€ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrlal [ ]
& Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion grafica y fotografica del Disefio !ndustrlal o muestra del []

material que incorpora el disefio

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ 1
ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ ndicacion de que se solicita el registro de un Esquema dé Trazado [
& Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud - [
@ Representacion grafica del esquema trazado [
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [

|
| .
COMPLETA [ ] ! INCOMPLETA [ ]
|
|
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y C(;)MERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)

CASTILLO GRAU GERMAN

Apoderado(a) v/o Representante de
RENOVO LIMITED

REFERENCIA Radicacién No. 8 983512

Solicitud internacional PCT/G32007/OOb834
Fecha inicio fase nacional 11/10/2008
Tramite 11

Evento 378 :

Actuacién 430 \

Oficio No. N91 3 7 4 0

Como resultadc del examen de forma, realizadeo con fundamengo en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratadc de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. El solicitante debe aclarar la numeracidén de las reivindicaciones.

2. El solicitante debe presentar un nuevoe titulo que permita!identificar la materia
de la cual trata la solicitud, ya que el titulo relacionado |no se encuentra con la
precisién necesaria para identificar claramente el objeto de la solicitud de
patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Circular {nica 5.2{9)

3. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberdn legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 vy 260 del
Cédige de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a gque hace
referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperaciénlen Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones sge determinard segin indiquen
claramente una cesidn de derechos del inventor al soliciﬁante © su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capit@lo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comerciﬁ.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de 'la Decisién 486, se le
regquiere para que dentro del término de dos meses silguientes a la fecha de
notificacidén del presente oficio, complete los regquisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiénto, la solicitud se
considerard& abandcnada y perderd su prelacidn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en %l numeral 5.2, literal
e), del capitulo gquinto del titulo primero de la Circular Un%ca No.1l0 de 2001.

Continua en la p%gina siguiente. ..
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ALIX CARMENZA C

PEDES DE VERGEL

Jefe de la divisién de Nuevas Creaciones
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