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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién.de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Poderes, si fuere el caso copia auténtica
1}

Certificado de existencia y representacion legal cuando el solicitante sea pel'sona
Documento de Cesién del inventor al solicitante o a su acusante

Declaraciones

Copia de la solicitud Intemacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,;dibujos)

i
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reanicaciones, dibujos).

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA. l

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

. !
De ser el caso, documente que acredite la licencia o autorizacién de uso
tradicionales de las comunidades indigenas.

[

De ser el caso, certificado de depdsito de material biolégico.

Arte final 12 x 12 !

De ser el caso, informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo fitular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

juridica

de conocimientos.

Otros
11 FIGURA CARACTERISTICA
_
12 Solicito la concesién de paten’t;

C.C. 17.017.671

de Bogota

T.P. 2978
del C.S.J.

Instrucclones para la presentacion de los anexos, ver reverso de esta béglna
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FOR PATENTS AND TRADEMARKS IN

COLOMBIA

PODER GENERAL
{1) RENOVO LIMITED

domiciliado en (2) Incubator Building, 48 Grafton
| Street, Manchester, Reind Unido

nombra al Dr. German Castillo Grau y/o Adriana
Castillo Gibsone y/o Luis Felipe Castillo Gibsone

con oficinas en la Carrera 13 No. 37-43, Piso 12
en Bogotd, D.C., Colombia como sus
representantes con poder especial amplio y
suficiente, para recabar de las oficinas y
autoridades  Colombianas,  administrativas,
judiciales o de policia, en primera 0 segunda
instancia, ia Obtencién de Patentes de
Invencion, Registro de Marcas, de Disenos
industriales, de Nombres y Enseias
Comerciales, Io mismo que traspasos,
extensiones, renovaciones, cambios de nombre
y domicilio, registro de licencias de explotacion y
registro de licencias de uso referentes a tales
actuaciones, a cuyo efecto les faculta para dar
ante dichas autoridades todos los pasos
necesarios al-objeto indicado, elevar solicitudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, apelaciones y reclamos, solicitar
la aplicacién de medidas cautelares, aceptar en
nuestro nombre y representacion la Cesion de
derechos de invencion y de patente de invencién
que se nos haga por cualquier persona, abonar
todos los impuestos cuotas y pagos
determinados por la ley, recibir todos los
documentos y valores dando el descargo
respectivo, llenar cualesquiera otros requisitos,
desistir, y tomar en fin todas las medidas que
creyeren conducentes al resguardo de nuestros
intereses y en caso de presentarse oposiciones
para que intervengan como demandantes o
‘como demandados, con todas las demas
facultades legales necesarias. Este poder
comprende ademas las facultades de recibir,
desistir, transigir, comprometer, sustituir, revocar
sustituciones, recibir notificaciones y nombrar
apoderados judiciales o extra-judiciales

Dado y firmado . en )]

CastillotGrau & Associates
Law Offices

P.O. Box 251473

Bogota,| Colombia

‘GENERAL POV\{ER OF ATTORNEY -

(1) RENOVO LIMITED

domiciled in (2) Inchator Building, 48 Grafton
Street, Manchester, Gr‘eat Britain.

hereby appoint Dr. German Castillo Grau and/or
Adriana Castillo-Gibsone and/or Luis Felipe
Castillo-Gibsone ........! e
with offices at Carrerai13 No. 37-43, 12" Floor in
Bogota, Colombia as|our representatives with
special ample and sufficient power to obtain from
the offices and : Colembian  autherities,
administrative, judicial and police, in first or in
second instance, |Patents of Invention,
registration of Trade or Service Marks, Industrial
Designs, of Commercial Names and Ensigns, as
well as asstgnments:, extensions, renewals,
changes of names andI addresses, registration of
licences of exploitatipn and licences of use
referring to said actions who are empowered to
take before said autharities all of the necessary
steps for the purp:oses indicated, to file
applications, to |formulate descriptions,
corrections, protests, declarations, appeals and

. [ .
.claims, apply for precautionary measures, to

accept on our behalf and representation the
assignment of rights 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  giving the  respective
acquiescence or receipt, to fulfill any other
requisites to desist and take in fact any other
measures that may be|deemed conductive to the
safeguard of our Iinterests, 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, comprpmise, transact, substitute
it in all or in part, to revoke substitutions, to
receive notifications and to appoint judicial or
extra-judicial attorneys‘.

Given and signed as
England.

eed/in (4) Manchester,

AN

mp Notaro Veintiséis dej Circu
; lo de
e otd, hage constar que esta copla
Ide con eriginal gus se hs presentado
Bogotd D.C.. Colombia.

18 SET 2008

Viedaee

| .
GUSTAVO SAMPER RODRIGUEZ
| NOTARID VEINTISEIS




DECLARACION NOTARIAL
(Individual)

Alos ... diasdelmesde ................. de 2007
comparecio personalmente -ante mi, Notario
Publico ella sefior(a)
A quien(es) doy fe de conocer y me consta que
es{son) la(s) persona(s) déscrita(s) y firmante(s)
del documento que precede, declarando ante mi
gue otorga(n) el mismo’ para los fines y
propdsitos que en él se expresan.

El Notario Publico

(Sociedades)

El infrascrito Notario certifica: que la(s) firma(s)
que antecede{n) y dice(n):

es (son) auténtica(s); que el (los) signatario(s)
desempefa(n) el (los)
cargo(s) de

de RENOVO LIMITED
que tiene(n) facultad para otoréar este poder; y
que dicha compania estd domiciliada en

Manchester, Reino Unido.

y actualmente existe y esta organizada de
acuérdo a las leyes del Estado de Delaware

os los hechos anteriores e constan por
aber examinado los documentos respectivos y
todo ello da fe.

El Notaric Publico

(Con Apostilla)

Como Notario \[sintiséia del Choulo de
nstar quo esta copla

I que s ho pressntado
.C.. Colombis.

GUSTAVO SAMPER RODRIGUEZ
: NOTARIQ VEINTISERS

On thic dawv. lnf af 2007

On this——da of of200Y—
1 .

personally-appeared-before-me—a-NeotaryPublic:
|

(Corporations)
The undersigned Notary Public certifies: that

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

Sharen O Wuns

are authentic; that the $ignors at present each fill
the posts of

of RENOVO LIMITED,

and that they are empowered to execute this
power; and that said !company is domiciled in

Manchester, Great Britain

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

Alf the foregoing facts a}re known to the Notary

due to his/ker having examined the respective

documents to which hetake, the Notary, attests.
l

!
Granted and signed iniManchester. England on
15" February 2008.

Notary Public
f

(With Apostille)

Mitide 2. Soun/ ColeSrus

[

L)

e
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EN BLANCO
NCTARIA . VE]NT ISEIS |

APOSTILLE
{Haguce Convention of § October 1961 / Convention de La Haye du § octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND

. Country: United Kingdom of Great Britain and Northern freland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d’Irlande du Nord

This public document / Le présent acte public

]
o
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)
g
2
s
H
a
2
e
o
[=4
3
a
°

2. Has been signed by Michael John Copestake
a ét¢ signé par & con originaj que es he pressntado

3. Acting in the capacity of Notary Public
agissant en qualit¢ de

18 SET 2008

4. Bearsthe seal/stamp of  The Said Notary Public
est revétu du sceau/timbre de )

GUSTAVO SAMPER RODRIGUEZ
NOTARID VEINTISEIS

————

5. at London/a Londres 6. thelle 2

7. by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affairs /
par le Secrétaire d'Ftat Principal de Sa Majesté aux Affaires Etrangéres et du Commonwealth,

é. Number/sous No H68861 1

9.  Stamp: 10. Signature: M. Western
timbre;

L~

If this document is to be used in a country which is not party to the Hague Convention of 5 October
1961, it should be presented to the consular section of the mission representing that country, An
apostille or legalisation certificate only confirms that the signature, seal or stamp on the document is
genuine. 1 does not mean that the contents of the document are correct or that the Foreign & '
Commonwealth Office approves of the contents. .

Fot the Secrecary of State / Pour le Secréteire d'Etat



WO 2007/104945 PCT/GB2007/000833

- PROTEINS, NUCLEIC ACIDS AND MEDICAMENTS.

The present invention relates to proteins derived from TGF-53, to biologically active
fragments of such proteins, and also to nucleic acids encodjpg said proteins. The
invention also provides derivatives of such proteins or biologicallfr active fragments. The
invention further provides medicaments comprising the proteins, firagmcnts, derivatives or
nucleic acids of the invention, as well as methods of treatment utilising the proteins,
fragments, derivatives or nucleic acids. ’ _ i

|
The transforming growth factor betas (TGF-8s) are part of aisuperfamﬂy of growth
factors involved in the regulation of many cellular processes ‘including proliferation,
migration, apoptosis, adhesion, differentiation, inflammation, iJ:Iumuno-supp};ession and

expression of extracellular proteins. r

There are three mammalian isoforms of TGF-8, termed TGF-81, TG-82 and TGF-83.
TGF-Bs are produced by a wide range of cell types including epithelial, endothelial,

hematopoietic,- neuronal, and connective tissue cells.

The TGF-@s have utility in many different therapeutic contexts, and the TGF-83 isoform
in particular has many advantageous therapeutic uses. As a résult of the therapeutic
potential of TGF-835 there is much interest in its pharmaceutical zylpplications. The amino
acid sequence of full-length wild type TGF-83 is set out in Sequence ID No. 1, and cDNA
encoding this TGF-£3 is set out in Sequence ID No. 2.

TGF-£3 is known to play a crucial role in the regulation of the wound healing response.
The activity of TGF-83 may influence the rate of wound healing!as well as the extent of

|

scarring that occurs as a result of healing. 1
. ) |

TGF-£3 may also be used in the treatment of fibrotic disorders, pulmonary fibrosis, liver

cirrhosis, scleroderma, angiogenesis disorders, restenosis, adinesions, endometriosis,

ischemic disease, bone and cartilage induction, in vitro fertilisatic}m, oral mucositis, renal

disease, prevention, reduction or inhibition of scarring, enhancement of neuronal
‘ .
{
|
l
|
i
|

I
i
1
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1
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 proliferative vitreoretinopathy).

The therapeutic uses to which TGF-83 lends itself have established a well-recognised
need for sources of biclogically active TGF-83 proteins, and numerous attempts have
been made to produce this valuable protein by recombinant methods. However, existing

|
processes for the production of TGF-83 are severely limited due to the necessity for

refolding of the complex protein in order to achieve biologically active molecules.

TGF-Bs naturally exist as homodimeric proteins comprised of two 112 amino acid
subunits. Each of these TGF-83 subunits contains an alpha'—helix forming domain
between the 58" and 67" residues of the active peptide fragment. In addition to the alpha-
helix between residues 58 and 67, each TGF-833 subunit also contains a number of intra-
subunit linkages including salt bridges and disulphide bonds.

TGF-B3 is secreted as a 100-kDa latent inactive precursor molecules (LTGF-83). The
LTGF-83 molecule consists of:

i) C-terminal 25kDa dimer signal peptide (active fragment); and

i1) latent-associated peptide (LAP). !
LTGF-B is activated by dissociation of LAP from the active lragment Cleavage of
LTGF-8 may be mediated by the action of enzymes such as endopeptidases like furin,
plasmin and thrombin or by acidification of the pericellar spai:e. The active TGF-8
dimeric fragment is stabilized by hydrophobic and ionic interactions, which are further
strengthened by an inter-subunit disulfide bridge. Each monomer comprises several
extended beta strands interlocked by three of the four intra-disulfide bonds and forms a
tight structure known as the “cysteine knot™.

Due to the complexity of biologically active TGF-f3 molecules (which are, as set out
above, homodimeric proteins with 8 intra-chain disulfide bonhs and one inter-chain

1

|
!
|
I
|
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disulfide bond) they were originally expressed in eukaryotic organisms. However, the

relatively low expression levels that may be achieved using |eukaryotic expression

systems, in combination with the high costs of such processes, mean that the use of
[

microbial hosts was investigated in order to attempt to improve the% commercial efficiency

of TGF-£3 production.

The disadvantage of using microbial hosts such as E.coli to express recombinant
molecules, such as TGF-83, that contain multiple disulfide bonds is that the proteins
produced are normally incorrectly folded, and often form insoiuble inclusion bodies.
These inclusion bodies require solubilisation followed by renaturation to allow the protein
to re-fold into its native biological active conformation. To effectively renature TGF-33
homodimer, covalent disulfide bonds in the correct orientation need to be regenerated.
The likelihood of forming the correct TGF-83 homodimer from |I;he process of random
disulfide bond formation is low given that there are nine disulfide bonds, allowing
34,459,245 possible disulfide bond combinations. It is therefore not surprising that the re-
folding of recombinantly produced TGF-33 can severely impact on its manufacture, since
this refolding may take up to 144 hours, and typically oniy achieves re-folding

efficiencies of in the region of 20%. I

It is an aim of the present invention to obviate or mitigate some of the problems
associated with the prior art. It is an aim of certain aspects of t‘ile present invention to
provide TGF-B3s (or fragments or derivatives thereof) that have improved refolding
efﬁcieﬁcy as compared to wild type TGF-33. It is another aim otf certain aspects of the
invention to provide agents other than wild type TGF-83 that have IT GF-83 activity. Such
agents may provide valuable alternatives to naturally occurring TGF—,BB.

S

In a first aspect of the present invention there is provided a TGF-83, or a fragment or

derivative thereof, wherein the alpha-helix-forming domain between amino acid residues
58 and 67 of full-length wild type TGF-B3 comprises at least one| alpha-helix-stabilising
substitution. The invention also provides a nucleic acid encoding a TGE-$3, or fragment

or derivative thereof, in accordance with the first aspect of the invention.
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The inventors have surprisingly found that the new TGF-f3s disclosed in the first aspect
of the invention share the same biological activity as naturally occurring TGF-83, and
have much improved protein refolding efficiency when compared to wild-type TGF-£A3.
This increased protein refolding efficiency constitutes a marked and important advantage
since it both simplifies the refolding conditions that may be used t(I:t produce biologically
active TGF-83s and also greatly increases the yield of such proteins (or fragments or
derivatives of such _proteimf.) that may be produced using prokarycln:ic protein expression
systems.
1
Without wishing to be bound by any hypothesis, the inven_!tors believe that the
introduction of alpha-helix-stabilising substitutions into the alphaihelix-forming domain
advantageously decreases the flexibility of the alpha-helix ‘forme:dI by this domain. This
decreased flexibility helps to promote proper refolding of TGF-83s'in accordance with the
first aspect of the invention to produce biologically active proiteins (or fragments or
derivatives thereof). The decreased flexibility imparted by stabilisation of the alpha-helix
through alpha-helix-stabilising substitutions is sufficient to incrc};ase yields of correctly
refolded TGF-S3 (particularly refolded dimeric TGF-3), but, surprisingly, the inventors
have found that such substitutions do not alter the biological z'lactivity of TGF-83s in
accordance with the first aspect of the invention, nor do they detract from their biological
and therapeutic effectiveness. ]
|

Except for where the context requires otherwise, the numbering of amino acid residues in
the present specification is based upon the amino acid sequence of the active peptide
portions of TGF-f3s. For example, references to “full-length wild type TGF-£3* should
generally be taken to refer to the amino acid sequence of the active peptide shown in
Sequence ID No. 1, and references to the alpha-helix-forming . domain between amino

acid residues 58 and 67 are to be construed accordingly. '

An alpha-helix-stabilising substitution may preferably comprise a substitution of the
Glycine residue at position 63 of full-length wild type TGF-,!ﬁ3. However, suitable
substitutions may additionally or alternatively comprise substitut;ons of, for example, one
or both of the Threonines at positions 60 or 67 of full-length w1l:d type TGF-83, or of the

|
)
|
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Asparagine at position 66 of full-length wild type TGF-83. It Illnay be preferred that
alpha-helix-stabilising substitutions for use in accordance with the invention do not

comprise substitution of Valine 61.

An “alpha-helix-stabilising substitution” in accordance with the present invention should _

be understood to be a substitution in which a given amino acid r'iesidue present in wild
type TGF-B3 is substituted by a replacement residue having a greater propensity for
alpha-helix formation. Thus the replacement amino acid residue introduced in an alpha-
helix-stabilising substitution need not necessarily be one which i:l's itself predisposed to
stable integration into alpha-helices, but need only have a greaie%r propensity for stable
integration than does the amino acid substituted. However, it may,| generally be preferred
that a replacement amino acid introduced as part of an alpha-helixT!stabi]ising substitution
is an amino acid residue that does favour integration into an alpha-helix.
|

The inventors have found that preferred replacement amino acid residues that may be
introduced in alpha-helix-stabilising substitutions in accordance With the first aspect of
the invention may be any one or combination of amino acids selected from the group
comprising: Alanine, Serine, Threonine, Valine, Leucine, Isoleucine; Methionine and
Phenylalanine. These preferred replacement amino acid residues are all considered to be
suitable for use in alpha-helix-stabilising substitutions of the Glyfine residue at position
63 of full-length wild type TGF-33. That said, replacement amin"o acid residues selected
from this group may be substituted at any position in the alphé—helix-forming domain
between amino acid residues 58 and 67 at which they may provide an alpha-helix-
stabilising substitution. .

Although the amino acid residues listed above represent preferred residues for use in
alpha-helix-stabilising substitutions, it will be appreciated that ithere are a number of
alternative qualitative and quantitative systems by which the pr0p|ensity of an amino acid
residue to contribute to alpha-helix formation (and thereby the suitability of the residue
for use in a alpha-helix-stabilising substitution) may be'measured,-r and that suitable amino
acid residues for use in alpha-helix-stabilising substitutions may be selected with

i
|
I
!
f
|
‘
|

A\
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reference to any of these systems in combination with knowledge of the sequence of
TGF-B3.

By way of example, a qualitative system described by Chou and Fasman identifies five
different classifications of amino acid residues based on their propensity for alpha-helix

formation. In order, these are:

Strong helix formers;
Weak helix formers; |
Indifferent forms;

Weak helix breakers; and
Strong helix breakers.

For the purposes of the present specification, the amino acid residues Glutamic acid,
Histidine, Tryptophan, Lysine, Alanine, Methionine, Valine,| Isoleucine, Leucine,
Glutamine and Phenylalanine may be considered to be helix formers, with Glutamine,
Methionine, Alanine and Leucine constituting strong -helix f?)rmers. In contrast,
Asparagine, Glycine and Proline may be considered to constitute helix breakers, with
Glycine and Proline being strong helix breakers.

Thus, if the propensity for alpha-helix formation is assessed with reference to this
qualitative scale it will be recognised that, although an alpha—helixlstabilising substitution
may preferably be one in which an amino acid residue is replaced with a helix former,
suitable alpha-helix-stabilising substitutiohs may altematively make use of indifferent
forms or even helix breakers depending on the nature of the amino acid residue that is to
be replaced. For example, in the case that in indifferent form amino acid residue is to be
the subject of an alpha-helix-stabilising substitution, a suitable rtlaplaccment amino acid
residue may be a strong helix former or a weak helix former. Ir.ll the case that a strong
helix breaker is to be the subject of an alpha-helix-stabilising substitution, the
replacement amino acid residue may be a strong helix former, a|weak helix former, an

indifferent form amino acid or a weak helix breaker.

N
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Accordingly, an alpha-helix-stabilising substitution in accordance with the present
invention may comprise the substitution of a strong helix breaker with a weak helix |
breaker, or an indifferent form amino acid residue, or a weak helix former, or a strong
helix former. Alternatively or additionally, a suitable alpha-helix-stabilising substitution
may comprise the substitution of a weak helix breaker with an indifferent form, a weak
belix former, or a strong helix former. Alternatively or additionally, a suitable alpha-
helix-stabilising substitution may comprise the substitution of an indifferent form amino
acid with a weak helix former or a strong helix former. Alternatively or additionally, a
suitable alpha-helix—stabilising substitution may comprise the subst;itution of a weak helix

former with a strong helix former.

An alternative assessment of the propensity of an amino acid residue for alpha-helix
formation, and therefore its suitability to be utilised as part of an alpha-helix-stabilising
substitution, may be based upon any of the number of quantitative|scales known to those
skilled in the art.

An example of such a quantitative scale that may be used in determining an amino acid
residue’s suitability for use in an alpha-helix-stabilising substitution is set 6ut in Table 1.
This table provides values, calibrated in kcal/mol, reflecting the propensity of amino acids
to contribute to alpha-helix formation. A high value in Table 1 is" associated with a low
tendericy to alpha-helix formation.

Thus, when the suitability of an amino acid residue for use in an [alpha-helix-stabilising

substitution as recjuired by the first aspect of the invention is assessed using a quantitative
scale, such as that set out in Table 1, a suitable alpha-helix-stabilising substitution is one
“in which an amino acid residue is substituted by a replacement amino acid residue that
has a greater helix-forming propensity (indicated in Table 1 by a [lower kcal/mol value)
than the residue being replaced. |

Suitable substitutions that may be utilised in accordance with the invention include those
that introduce artificial replacement amino acids. Suitable examples of artificial amino
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acids that may be beneficially used to stabilise alpha-helices includ’e amino acid residues
having alkyl and hydroxy] side chains.

Alanine represents a particularly preferred replacement amino acid residue suitable for
use in alpha-helix-stabilising substitutions. It is most preferreii that a TGF-83, or
fragment or derivative thereof, in accordance with the first aspect of the invention
comprises the replacement of Glycine at position 63 of full-length vaild type TGF-£3 with

alanine.

The amino acid sequénce of a preferred TGF-3 in accordance with the first aspect of the
invention is set out in Sequence ID No. 3 (Gly-63Ala), and DNA en'coding this TGF-£3 is
set out in Sequence ID No. 4. Fragments or derivatives of the TC!_%F-,B?, of Sequence ID
No. 3 containing the Alanine substitution at position 63 of full-lenLgth wild type TGF-83
represent preferred TGF-53 ﬁagments or derivatives in accordance IWith the first aspect of

the invention.

A suitable substitution may be one in which one or more amino| acid residues located
between 58 and 67 of full-length wild type TGF-33 are replaced with one or more natural
or artificial amino acid residues. By way of further clarification; suitable substitutions
may involve the substitution of a single amino acid residue with on'e or more replacement
residues, or the substitution of more than one amino acid residues with one or more

replacement residues. A preferred substitution may be one in which the number of amino

acid residues is conserved, i.e. one in which the number of' amino acid residues

substituted is the same as the number of replacement amino acid residues introduced.

It will further be appreciated that preferred amino acid residue (or residues) to be replaced
may be selected with reference to the qualitative or quantitative scales discussed above.
Thus a suitable amino acid to be the subject of an alpha-helix-stabilising substitution may
be one classified as a helix breaker, or preferably a strong helix brqaker, with reference to
the qualitative scale discussed above. With reference to the quantitative scale set out in
Table 1, a sujtable amino acid to be the subject of an alphaf—helix—stabilising may
preferably be one with a helix propensity value greater than or: equal to 0.50, more

W
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preferably with a helix propensity value greater than or equal to 0.60, and most preferably
with a helix propensity value of 1.00.

The inventors believe that TGF-83s, or biologically active fragments or derivatives
thereof, in accordance with the first aspect of the invention may btl used in all contexts in
which it may be wished to make use of the biological activities| of wild type TGF-833.

These particularly include, but are not limited to, therapeutic uses. In keeping with this

therapeutic use the invention also provides the use of a TGF:83, or a ﬁ-aguicnt or
derivative thereof, in accordance with the first aspect of the invcnti’on as a medicament.

It will be appreciated that, although it may be preferred that a fragment or derivative of a
TGF-B3 in accordance with the first aspect of the invention c(:)mprise the full-length
alpha-helix-forming domain containing an alpha-helix-stabilising! substitution, this need
not necessarily be the case. A suitable fragment or derivative may comprise a truncated
alpha-helix-forming domain as long as this truncated alpha-helix forming domain
comprises at least one alpha-helix-stabilising substitution.

In a second aspect of the invention there is provide a TGF-83, or a fragment or derivative
thereof, wherein the Glycine residue at position 63 of full-lengqll wild type TGF-63 is
replaced with Proline. The invention also provides a nucleic acid molecule encoding a
TGF-£3, or a fragment or derivative thereof, in accordance with the second aspect of the

invention

The inventors have surpriéingly found that proteins in accorda.ucei with the second aspect
of the invention (or their fragments or dérivatives) have biological activity comparable to
that of wild type TGF-83. This finding is unexpected, since it may be thought that the
presence of Proline in a region of TGF-83 normally associated Wltin alpha-helix formation
would interfere with the secondary structure of such proteins and thereby impair their
biological function. Although the refolding efficiency of TGF-83s in accordance with the
second aspect of the invention is lower than that of wild type 'i“GF-B3 the anticipated

impairment of function surprisingly does not occur.

|
f
|
|
I
|

|

/
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Thus proteins in accordance with the second aspect of the invention (or their fragments or
derivatives) provide a valuable contribution to the art in that they expand the repertoire of
compounds capable of exerting TGF-83 activity that are aw:xilable| to the skilled person.
Such compounds may, for example, be used in contexts in which it{is desired to use TGF-
B3 activity therapeutically.

The amino acid sequence of a preferred TGF-83 in accordance with the second aspect of
the invention is set out in Sequence ID No. 5 (Gly-63Pro), and DNA encoding this TGF-

‘f3 is set out in Sequence ID No. 6. Fragments or derivatives of the TGF-83 of Sequence
ID No. 5 containing the proline substitution at position 63 of ﬁlu—iengﬂn wild type TGF-
B3 represent preferred TGF-BS fragments or derivatives in acconiiance with the second
aspect of the invention.
|

Given that TGF-83s, or fragments or derivatives thereof, in accordance with the second
aspect of the invention may be used in contexts in which it is desired to utilise the
therapeutic biological activity of wild type TGF-83 it will be appre{ciated that that there is
also provided the use of TGF-83s, or fragments or derivatives thercrsof, in accordance with
the second aspect of the invention as medicaments. The inventors believe that such
medicaments may be used in all clinical contexts in which it is kn?wn to make use of the
biological activity of TGF-33.

In a third aspect of the invention there is provided a TGF-3, or a fragment or deﬁvative
thereof, comprising a substitution of the glutamic acid residue at pc[)sition 12 of full-length
\ﬁld type TGF-£3 and/or the arginine residue at position 52 of full-length wild type TGF-
£3. The invention also provides a nucleic acid molecule encoding a TGF-83, or a
fragment or derivative thereof, in accordance with the third aspect .'Of the invention.

It will be appreciated that the third aspect of the invention thus encompasses TGF-33s in
which the Glutamic acid at position 12 of full-length wild type TGF-G3 is substituted but
the arginine at position 52 of full-length wild type TGF-£3 is retained. The third aspect of
the invention also encompasses TGF-@3s in which the Glutamic acid at position 12 of

o
-

N\
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full-length wild type TGF-£3 is retained but the arginine at position 52 of full-length wild
type TGF-83 is substituted.

However, it is preferred that TGF-83s in accordance with the third aspect of the invention
comprise substitutions of both the Glutamic acid residue at position 12 of full-length wild
type TGF-£3 and the arginine residue at position 52 of ful]-length-wlild type TGF-83.

The inventors have surprisingly found that proteins in accordance vlvith the third aspect of
the invention alsoc have biological activity comparable to that of willd type TGF-3. This
finding is unexpected, since the substitution of one or both of the Gllutamjc acid residue at
position 12 of full-length wild type TGF-83 and/or the Arginine reé}idue at position 52 of
full-length wild type TGF-83 disrupts the formation of one of !the intra-subunit salt
bridges normally found in wild type TGE-83. This failure to complete proper salt bridge
formation may be expected to decrease the biological activity of T!GF—BSS in accordance
with the third aspect of the invention since the biological activitly of proteins such as
TGE-fs is generally believed to be dependent on their conformaﬁon.!

» |
Furthermore, the inventors have further found that TGF-83s in|accordance with the
second aspect of the invention exhibit an efficiency of successful re{:folding of that is just
as high as that observed for wild type TGF-@3. This finding is highly surprising, since it
would be expected by those skilled in the art that the lack of infra-subunit salt bridge
formation that must take place in TGF-83s in accordance with the: second aspect of the
invention would deleteriously impact on the incidences of refolding and hence decrease
the yield of biologically active TGF-£3. ‘

Thus proteins in accordance with the third aspect of the invention serve to expand the
repertoire of compounds capable of exerting TGF-83 activity that are available to the
skilled person. As noted above, that availability of such compounds is of important in
contexts such as those in which it is desired to use TGF-£3 activity ﬂ:llcrapeutically.

The inventors have found that one or other of the Glutamic acid at position 12 of full-
length wild type TGF-B3 or the Arginine at position 52 of full-length wild type TGF-83

N
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may be substituted by any one amino acid residue (or any combination of amino acid
residues) selected from the group comprising Serine, Alanine, Threonine, Valine,

Isoleucine, Methionine, Phenylalanine and Leucine.

It is preferred that Serine be used as a replacement amino acid re!sidue m TGF-83s, or
fragments or derivatives thereof, in accordance with the third aspect of the invention.
Serine may be usgd as a replacement for the Glutamic acid at posi'ltion 12 of full-length
wild type TGF-83 or the Arginine at position 52 of full-length wild type TGF-83. Most
preferably serine is used to replace both the Glutamic acid at posiLion 12 of full-length

wild type TGF-£3 and the Arginine at position 52 of full-length wild type TGF-G3.

| A first example of a preferred TGF-83 in accordance with the third aspect of the invention
is set out in Sequence ID No. 7. The invention encompasses biologically active fragments
or derivatives of Sequence ID No. 7 comprising the Glul2-Ser| substitution. cDNA
encoding this preferred TGF-£3 is set out in Sequence ID No. 8,

A second example of a preferred TGF-83 in accordance with th(; third aspect of the
invention is set out in Sequence ID No. 9. Biologically active fragm:ents or derivatives of
Sequence ID No. 9 comprising the Arg52-Ser substitution also ! constitute preferred
fragments or derivatives in accordance with the invention. cDNA cn%:oding this preferred
TGF-33 is set out in Sequence ID No. 10. i
A third example of a preferred TGF-83 in accordance with the|third aspect of the
invention is set out in Sequence ID No. 11. Biologically active fragments or derivatives
- of Sequence ID No. 11 that comprise both the Glul2-Ser substitutioL and the Arg52-Ser
substitution also constitute preferred fragments or derivatives in accordance with the
invention. cDNA encoding this preferred TGF-33 is set out in Sequence ID No. 12.

The inventors believe that TGF-83s, or biologically active ﬁ’agmlents or derivatives
thereof, in accordance with the third aspect of the invention may be uéed in all contexts in
which it may be wished to make use of the biological activities ofi wild type TGF-83.

These include, but are not limited to, therapeutic uses of TGF-ﬁ3l. Accordingly the
i

ﬁé
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invention also provides the use of a TGF-83, or fragment or flerivaﬁve thereof, in

accordance with the third aspect of the invention as a medicament.

TGF-B3s of the invention, or biologically active fragments 61- derivztltives thereof, may be
used in the treatment of wounds (including chronic wounds such as ulcers). They may
particularly be used to promote accelerated wound healing with pre%venﬁon, reduction or
inhibition of scarring, and/or to promote re-epithelialisation of wounds. TGF-83s of the
invention may also be used to effect the prevention or treatment of fibrotic disorders R
which may be independently selected from the group comprising puh'l:nona.ry fibrosis, liver
cirrhosis, scleroderma and glomerulonephritis, lung fibrosis, liver fibrosis, skin fibrosis,
muscle fibrosis, radiation fibrosis, kidney fibrosis, proliferative v’itreoretinopathy and

uterine fibrosis.

i
1

|

TGF-(3s of the invention may be used in the treatment of scleroderma, angiogenesis
disorders, restenosis, adhesions, endometriosis, ischemic disease, |bone and cartilage
induction, in vitro fertilisation, oral mucositis and renal disease. I|3y 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 pressufre ulcers; reduce the
incidence, severity, and duration of oral mucositis; and reduce the adverse side effects of
radiation gastro-intestinal syndrome resulting from damage to ste'pn ceﬂs caused by
radiotherapy and chemotherapy during cancer treatment. The inventors believe that TGE-
B3s of the invention, or fragments or derivatives thereof, may be used beneficially in all
of these indications. ‘

TGF-£3s of the invention may be used in the same way as naturally iocc:urri‘ng TGF-33,
for example for the treatment of conditions which may, for example, be selected .
independently from the group comprising fibrotic disorders, scleroderma, angiogenesis
disorders, restenosis, adhesions, endometriosis, ischemic disease, l::)one and cartilage
induction, in vitro fertilisation, oral mucositis, renal disease, preveﬁtion., reduction or
inhibition of scarring, enhancement of neuronal reconnection in the peripheral and central
nervous system, and for preventing, reducing or inhibiting complicatié)ns of eye surgery
(such as LASIK or PRK surgery). TGF-33s of the invention may be us.led in the treatment

-
b
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of cleft lip and palate (for example in conjunction with surgical repair of such conditions),
and in the reduction or inhibition of scarring and accelerated healing of tendons. The
mutant forms of TGF-83 disclosed in the present invention ‘a.re able to promote
accelerated wound healing and/or prevent, reduce or inhibit scar formation in the same
manner as naturally occurring TGF-83. They are also able {o promote epithelial
regeneration at sites of epithelial damage. l\ '

A “TGF-p3 of the invention” is to be taken to encompass anly mutant ‘' TGF-83 in
accordance with any of the first, second or third aspects of the prcs‘ent invention. It will
be appremated that TGF- BSS of the invention do not encompass TGF -B1 or TGF-B2. The
identity of 2 TGF-f33 may be determined with reference to its sequen’ce, or preferably with
reference to its biological activity. Thus a TGF-B3 may be differentiated from a TGF-f1
or a TGF-B2 on the basis that it is capable of reducing scar formation\ in a wound to which
the TGF-B3 is administered. TGF-BSS in Mme with the present invention may

preferably be non-natural TGF-p3s.

A TGF-$3 in accordance with any aspect of the invention may be usled in the preparation
of a medicament for the treatment of any condition in which it may be wished to utilise
TGF-B3. Such uses include, but are not limited to, treatment of any of the conditions
considered in the present specification. It mziy be preferred that TGF-B3s in accordance
with the present invention are used in the preparation of medica.n]:lents for promoting
accelerated healing of wounds, and/or the prevention, reduction or inhibition of scarring.
Such scarring may be associated with wounds and/or with | fibrotic disorders.
Medicaments manufactured using TGF-B3s of the invention may preferably be for use in
the skm, or in the eye (for example in the acceleratlon of healing in the skin or eye, or for
the prevention, reduction or inhibition of scarring in the skin or eye). |

|

TGF-B3s in accordance with the invention may be either latent or alcﬁve TGF-B3s (i.e.

either with, or without, the latency associated peptide). “

|

Save for where the context requires otherwise all references to TGF[-BSS in accordance

with the invention should also be taken to encompass fragments or fierivatives of such
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TGF-B3s, wherein such fragments or derivatives are characterised in that they comprise
substitutions (in keeping with the first, second or third aspeci!s of the invention as
appropriate) that differentiate them from fragments or derivatives derivable from wild
type TGF-83 (the amino acid sequences of which is taken for the present purposes to be
represented by Sequence ID No. 1). Suitable fragments or derhlfatives of TGF-83s in
accordance with the first, second or third aspects of the invention may comprise at least
10 amino acid residues, preferably at least 40 amino acid residues, more preferably at

least 70 amino acid residues, and most preferably at least 100 amino, acid residues.
|

References in the present specification to TGF-83s and fragments of TGF-83s also
encompass derivatives of such proteins or fragments, except for where the context
requires otherwise.

, [
]
Without limitation, suitable examples of suitable forms of derivatives may be selected

from the group consisting of: therapeutically effective peptide derivatives of TGF-B3s of
the invention (or their fragments); therapeutically effective fragments or derivatives
comprising or based on the pharmacophore of TGF-B3s of the! invention (or their
fragments); therapeutically effective peptoid derivatives of TGF-B33 of the invention (or
their fragments); therapeutically effective D-amino acid derivaﬁv&ei of TGF-B3s of the
invention (or their fragments); therapeutically effective pepﬁdomimétics based on TGF-
B3s of the inventicn (or their fraginents); therapeutically effective peptide analogues of
TGF-B3s of the invention (or their fragments); therapeutically effective pseudopeptides
based on TGF-P3s of the imliention (or their fragments); therapeutically effective retro-
inverso peptides based on TGF-B3s of the invention (or their ﬁ'dgme1lnts); therapeutically
effective depsipeptide derivatives based on TGF-B3s of the invention (or their fragments);
therapeutically effective B-peptide derivatives based on TGF-B3s of the invention (or their
fragments); and therapeutically effective retropeptoid derivatives based on TGF-P3s of
the invention (or their fragments).

It will be appreciated that, for the purposes of the present invention “e} TGF-33” may be
taken to encompass either the monomeric and dimeric forms of t}'}e TGF-83. The

‘ : |
inventors have surprisingly found that TGF-83s in accordance with the present invention

N
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are able to exert their biological effects in both monomeric and| dimeric form. This

contrasts surprisingly with that which has previously been reported in the prior art, where
it is generally considered that TGF-8s such as TGF-83 may only e:éert biclogical activity
when in dimeric form. The inventors’ finding that TGF-83s in| accordance with the
present invention may be utilised in monomeric form provides grt'aat advantages in that
such monomeric forms may be generated through relatively simple folding techniques
(examples of which are discussed further below) thereby increasing the speed with which

biologically active molecules may be generated, whilst also reducin“g the costs associated
!
t
|
It may be preferred that a monomeric TGF-83 of the invention be a TGF-83 as set out in

with the generation of such molecules.

Sequence ID Nos. 3, 5, 7, 9 or 11, or a fragment or derivative thereo|f.

A “medicament of the invention” is to be taken to comprise any medicament that

comprises a TGF-B3 in accordance with the invention. A medicament of the invention

e

may additionally or altermatively be a medicament that comprises a nucleic acid encoding o

a TGF-33 in accordance with the invention. This encompasses bot:h medicaments per se
(i.e. irrespective of the use to which the medicament is to be put),I and medicaments for
use in specific therapeutic applications (for example, in the treatment or amelioration of
the conditions considered in the present specification). It i:s also intended that
medicaments of the invention should be understood to encompass medicaments that
comprise suitable fragments or derivatives of TGF-83s of the invention, or nucleic acids

encoding such fragments or derivatives.

A “method of treatment of the invention” (or “method of the invention™) is to be taken to
comprise any method of treatment that utilises a therapeutically foective amount of a
TGF-£3 in accordance with the invention, or a nucleic acid encodin:g such a TGF-583. ltis
also intended that methods of treatment of the invention shmljld be understood to
encompass methods of treatment that utilise suitable fragments or ?:lerivative of TGF-83s

of the invention, or nucleic acids encoding such fragments or derivative.

]
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Medicaments comprising TGF-33s of the invention, or biologically active fragments or
derivatives thereof, may be used in the treatment of wounds (including chronic wounds
such as ulcers). They may particularly be used to promote accel‘erated wound healing
with prevention, reduction or inhibition of scarring, and/or to promote re-epithelialisation
of wounds. TGF-83s of the invention may also be used to effect the prevention or
treatment of fibrotic disorders such as pulmonary fibrosis, liver cirrhosis and fibrosis,
scleroderma, glomerulonephritis, skin fibrosis, radiation fibrosis, renal fibrosis,
proliferative vitreoretinopathy or uterine fibrosis.

TGF-$3s of the invention may be used in the treatment of conditions I‘Is.elected independently
from the group consisting of: scleroderma, angiogenesis disordets,:r&stenosis, adhesions,
endometriosis, ischemic disease, bone and cartilage induction, in \lln'tro fertilisation, oral
mucositis, renal disease, pulmonary fibrosis, liver cirrhosis and fibrosis, glomerulonephritis,
skin fibrosis, radiation fibrosis, renal fibrosis and uterine fibrosis. ‘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 a{dverse side effects of

|
radiation gastro-intestinal syndrome resulting from damage to stem cells caused by

radiotherapy and chemotherapy during cancer treatment. The invcntPrS believe that TGF-
[3s of the invention, or fragments or derivatives tﬁereof, may be usecll beneficially in all of
these indications. .
The biological activity to be exhibited by a TGF-£3, or fragment or |derivaiive thereof, in
accordance with the present invention may preferably be the anti-scarring activity of

TGF-£3, and this activity may preferably be investigated in vivo. \

A therapeutically effective amount of a TGF-83, or a fragment or éerivative thereof, in
accordance with the present invention is an amount sufficient to bring about a required:
i) acceleration in wound healing and/or inhibition of scamng; or
if) promotion of epithelial regeneration; or ‘
iif) prevention and/or treatment of a fibrotic disorder.

|
!
1
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The extent of acceleration of wound healing and/or inhibition oil' scarring, or epithelial
regeneration that may be required will be apparent to, and indeed may readily be
determined by, for example, a clinician mponsiblé for the care of lﬁle patient. A suitable
assessment of the extent of acceleration of wound healing and/or the inhibition of
scarring, or promotion of epithelial regeneration, may be determinelad by the clinician, and

may be with reference to suggested methods of measurement described herein.

Suitable TGF-(3s in accordance with the invention, as well as preferred fragments or

derivatives of such TGF-83s, may be selected with reference to any or all of the

I
considerations described herein. i

|
The ability of TGF-83s of the invention to accelerate the hcalin:g of wounds may be
readily appreciated and/or measured with referencé to propertiesi exhibited by treated
wounds. For present purposes a ‘“treated wound” may be consdeered to be a wound
exposed to a therapeutically effective amount of a medicament of t1;1e invention, or which

has received treatment in accordance with the methods of the invent;ion.

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 compa:éd to control wounds at comparable ﬁm}a points. It will be
appreciated that this reduction in wound width ensures that there is 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. Nélrrower 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 treated| wound as compared
with the rate of healing occurring in control-treated or untreated wolunds. Preferably the

X
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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 an increased rate of re-
epithelialisation and a reduction of wound width compared ti) 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 qf healing occurring in
a control or untreated wound. More preferably the promotion bf accelerated wound
healing may give rise to a rate of healing that is at least 40%, SOCVL 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 feast 70%, 80%, or 90% greater
than that occurring in control wounds, and most preferably the promotion of accelerated
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 chairacterised, or at least
partially characterised, by inappropriate failure, delay or retardatiorf of the normal wound
healing response. The ability of certain methods and medicamenl‘ts of the invention to
promote accelerated wound healing are thus of utility in the prevénﬁon or treatment of
such disorders. l |
|

Si.nce certain methods and medicaments of the invention are abl‘e to bring about the
acceleration of wound healing through the promotion of a sﬁmulatgd 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 particularly advantageous for
treatment of wounds of patients that may otherwise be prone to |defect:ive, 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 disorlders in which wound

healing is associated with delayed or otherwise impaired re-epithelia}isation. For example
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patients suffering from diabetes, patients with polypharmacy (for example as a result of
old age), post-menopausal women, patients susceptible to pressure injuries (for example
paraplegics), patients with venous disease, clinically obese patients, patients receiving
chemotherapy, patients receiving radiotherapy, patients receiving steroid treatment or
immuno-compromised patients may all suffer from wound hcal:ing with impaired re-
epithelialisation. In many such cases the lack of a proper re-epirthelialisaﬁon response
contributes {o the development of infections at the wound site, which may in turmn
contribute to the formation of chronic wounds sﬁch as uvlcers. Accordingly it will be
appreciated that such patients are particularly likely to benefit from 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 ch:ltnic if it does not show
any healing tendency within eight weeks of formation when subject to appropriate
- (conventional) therapeutic treatment. Well-known examples of c'hronic wounds include
venous ulcers, diabetic ulcers and decubitus ulcers, however chr([mic 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 tIeatm:enI, or as a sequitur of
progressive tissue breakdown caused by venous, arterial, or metz;:bolic vascular disease,

pressure, radiation damage, or tumour. ' i
i

It will be appreciated that methods and medicaments of the{ invention capable of
accelerating wound healing may be utilised in the treatment of exiisﬁng chronic wounds in
order to promote their healing. Such methods and medicaments may promote the re-
epithelialisation of chronic wounds, thereby bringing about hea}ing and closure of the
disorder. Preferred methods and medicaments of the invention Ksuch as those utilising
TGF-33s comprising Sequence ID Nos. 3, 5, 7, 9 or 11) may also inhibit scarring
associated with wound healing. The prevention of scarring ini such contexts may be
particularly advantageous since chronic wounds may typically extend over relatively large
portions of a patient’s body. |

©
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In addition, or alternatively, to their use in the treatment of exi:sting chronic wounds,
suitable methods and medicaments of the invention may be used to prevent acute wounds
of patients predisposed to impaired wound healing developing [into chronic wounds.
Since suitable methods and medicaments of the invention are able to promote epithelial
coverage of the damaged site they are able to reduce the likelihood of 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 condjﬁlons such as diabetes or

venous disease.

!
A further group of patients that may derive particular benefit ’ifrom the methods and

medicaments of the invention are those in which the immune system is compromised (for
example patients undergoing chemotherapy or radiotherapy, or those suffering from HIV
infection). It is well recognised that wounds of immunocomprom.!ised patients, who may
be unable to mount a normal inflammatory response after wounding, tend to be associated
with poor healing outcomes. Such patients may benefit from greatment with suitable

methods and medicaments of the invention.

The ability of TGF-Bés of the invention, such as those comprising Sequence ID Nos. 3, 5,
7, 9 or 11, to promote accelerated wound healing while prevcnting;, reducing or inhibiting
scarring is also of use in more general clinical contexts. Exa‘mples of these further
benefits may be considered with reference to the healing of wounds by primary,
secondary or tertiary intention, as described below.
{

For the purposes of the present invention, healing by primary intelfltion 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 associated with minimal
levels of tissue loss. The skilled person will recognise that since TGF-83s in accordance
with the invention (such as those comprising Sequence ID No;é. 3,5 7,9 or 11) are
capable of reducing wound width they facilitate the joining of opposing wound edges, and
thus may be beneficial in wound healing by primary intenticlm. Furthermore, such

methods or medicaments may (as described further below) result in the prevention,
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reduction or inhibition of scarring that may otherwise occur on such healing. The
inventors believe that treatment in this manner may have anl impact on both the
macroscopic and microscopic appearance of scars formed |from treated wounds;
macroscopically the scars may be less noticeable and blend with the swrrounding skin,

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

For the purposes of the present invention healing by secondary intention may be
considered to constitute the closure of wounds by the wound healing process, without
direct surgical intervention. Wounds to be healed by secondary i;lltenﬁon may be subject
to continued care (for example the dressing and re-dressing of thlie wound as well as the
application of suitable medicaments), but it is the natural process!::s of granulation tissue
formation and re-epithelialisation that bring about the closure of the wound. It will be
appreciated that since TGF-83s of the invention (such as those clomprising Sequence ID
Nos. 3, 5, 7, 9 or 11) are able to increase the rate of re-epithelialisation 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 mel.thods 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 wound healing by tertiary

intention.

The use of TGF-@3s of the invention such as Sequence ID Nos. 3, lS, 7,9 or 11 to stimulate
re-epithelialisation (as part of their promotion of accelerated! wound healing) while
inhibiting scarring is also particularly effective in the treahneﬁt of; wounds associated with
grafting procedures. Treatment using such methods and medicaments of the invention is
of benefit both at a graft donor site (where it can aid the re-establlishment of a functional
- epithelial layer while preventing, reducing or inhibitiﬁg scar forr;llaﬁon), and also at graft
rectpient sites (where the anti-scarring effects of the trcatme:nt»i inhibit scar formation,

I
while the accelerated healing promotes integration of the grafied tissue). The inventors

o
-
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believe that the methods and medicaments of the invention confer advantages in the contexts
of grafts utilising skin, artificial skin, or skin substitutes.

The inventors have found that the methods and medicaments of|the invention utilising
TGF-B3s comprising Sequence ID Nos. 3, 5, 7, 9 or 11 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 in:vention utilising TGF-
B3s, such as those comprising Sequence ID Nos. 3, 5,7, 9 or 11, are capable of promoting
epithelial regeneration. The prbmotion of epithelial regeneration “:rlth.m the context of the
present invention may be understood to encompass any increase in the rate of epithelial
regeneration as compared to the regeneration occurring in a control-treated or untreated

epithelium.

The lrate of epithelial regeneration attained using suitable methods or medicaments in
accordance with the invention may readily be compared with that taking place in control-
treated or untreated epithelia using any suitable model of epithelial regeneration known in
the art. For example, the rate at which sites of experimental egithelial damage having

. . .l - .
known areas regenerate may be compared using well known in vivo models in mice, rats,

rabbits or pigs such as those described in Tomlinson and Fergl.lson1 (2003), Davidson et al. -

(1991) and Paddock et al. (2003).

Without wishing to be bound by any hypothesis the inventors believe that the promotion
of epithelial regeneration achieved by TGF-83s of the invention is mediated by their
promotion of epithelial cell migration. The epithelial cells (the !migraﬁon of which has

been promoted) are thereby able to re-populate and regenerate tj:e damaged epithelium

1
|
i
|

It will be appreciated that promotion of epithelial regeneration using TGF-83s of the

more rapidly than occurs in the absence of treatment.

invention may be of use to induce effective re-epithelialisation 11,1 contexts in which the
re-epithelialisation response is impaired, inhibited, retarded or otherwise defective.

Promotion of epithelial regeneration may be also effected toI accelerate the rate of
|

AN
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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

defective. For example, defective re-epithelialisation in the skin is associated with
conditions such as pemphigus, Hailey-Hailey disease (familial bel’lign pemphigus), toxic
epidermal necrolysis (TEN)/Lyell’s syndrome, epidermolysfs bullosa, 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 corneal erosions. Defective re-epithelialisation of the
gastrointestinal tract or colon may be associated with conditionls such as chronic anal
“fissures (fissure in ano), ulcerative colitis or Crohn’s disease, a"nd other inflammatory

bowel disorders.

As has been set out above, TGF-33s of the present invention may be used to prevent, reduce
or otherwise inhibit scarring, This inhibition of scarring can be eﬁ‘ec!;ted at any body site and
any tissue or organ, inctuding the skin, eye, nerves, tendons, ligaments, muscle, and oral
cavity (including the lips and palate), as well as internal organs (;such as the liver, heart,
brain, abdominal cavity, pelvic cavity, thoracic cavity, guts and reproductive tissu¢). In the
skin, treatment may improve the macroscopic and microscopic appearance of scars;
macroscopically the scars may be less visible and blend W1th| the surrounding skin,
microscopically the collagen fibres within the scar may have morplho_logy and organisation
that is more similar to those in the surrounding skin. The prevention, reduction or inhibition
of scarring within the context of the present invention should be understoed to encompass
any degree of prevention, reduction or inhibition in scarring as c'ompared to the level of
scarring occurring in a controlreated or untreated wound (as defined elsewhere in the
specification). Except where the context requires otherwise refelzrences to “prevéntion”,
“reduction” or “inhibition™ of scarring may be taken to equivalent;mechanisms that are all

manifested in anti-scarring activity. [

:
|
i
|



WO 2007/104945 PCT/GB2607/000833

25

The prevention, reduction or iniu'biﬁon 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 cor\npared to
the appearance of an untreated scar. More preferably the prevention, reduction or
inhibition of scarring may be assessed vﬁth reference to ‘f)oth macroscopic and
microscopic appearance of a treated scar. For the present purposes a “treated scar” may
be defined as a scar formed on healing of a treated wound, whex:eas an “untreated scar”
may be defined as the scar formed on healing of an untreated wo{md, or a wound treated
with placebo or standard care. Suitable comparison scars may pxl'cferab]y be matched to

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

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

i) Colour of the scar. As noted anve, scars may typicallly be hypopigmented or
hyperpigmented with regard to the surrounding skin. i Inhibition or reduction
of scarring may be demonstrated when the pigmentation of a treated scar more
closely approximates that of unscarred skin than does! the pigmeﬂtation of an
untreated scar. Similarly, scars may be redder than t];e 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, compaal'ed to an untreated scar.

i) Height of the scar. Scars may typically be either|raised or depressed as
compared to the surrounding skin. Inhibition or redu(f:tion of scarring may be
demonstrated when the height of a treated scar more c’losely approximates that
of unscarred skin (i.e. is neither raised nor depressed) than does the height of

an untreated scar. ‘

?
|
a
|
|
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Surface texture of the scar. Scars may have smfacl;es that are relatively
smoother than the surrounding skin (giving rise to a scar with a “shiny”
appearance) or that are rougher than the surrounding skin. Inhibition or
reduction of scarring may be demonstrated when tht'—: surface texture of a
treated scar more closely approximates that of unscarlred skin than does the
surface texture of an untreated scar. i

Stiffness of the scar. The abnormal combosition and si;:ructm'e of scars means
that they are normally stiffer than the undamaged skin s{lrrou.nding the scar. In
this case, inhibition or reduction of scarring may be ciemonstrated when the
stiffness of a treated scar more closely approximates |that of unscarred skin
than does the stiffhess of an untreated scar.

]

A treated scar will preferably demonstrate prevention, inhibition c')r 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, el:ven more preferably at

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

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
thmner 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 ﬁbr&e
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 sca.rs:tend to exhibit a greater
degree of alignment with one another than do those found in unscarred skin
(which have a random crientation frequently referred to :as “basket weave”). The
ECM of pathological scars such as keloids and hypertrophic scars may exhibit

|
o
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even more anomalous orientations, frequently forming large “swirls” or
“capsules” of ECM molecules. Accordingly, inhibition or reduction of scarring
may be demonstrated when the orientation of ECM ﬁbrels in a treated scar more
closely approximates the orientation of ECM fibres found in unscarred skin than
does the orientation of such fibres found in an untreated scar.

ECM composition of the scar. The composition of ECIM molecules prosent in
scars shows differences from that found in normal skin, with a reduction in the
amount of elastin present in ECM of scars. Thus inhibition or reduction of
scarring may be demonstrated when the composition of EiCM fibres in the dermis
of a treated scar more closely approximates the composition of such fibres found
in unscarred skin than does the composition found in an Ilntrcaied scar.
Cellularity of the scar. Scars tend to contain relativel.y fewer cells than does
unscarred skin. It will therefore be appreciated that in:hibiﬁon or reduction of
scarring may be demonstrated when the cellularity of a treated scar more closely
approximates the cellularity of unscarred skin than dcTes the cellularity of an

untreated scar, b

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 prefer%ably 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:

|
macroscopic clinical assessment of scars, particularly ithe assessment of scars

upon a subject;
]

assessment of photographic images of scars;
assessment of silicone moulds or positive plaster casts made from silicone

J
|

moulds of scars; and

o
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tv)  microscopic assessment of scars, for example by histological analysis of the
microscopic structure of scars. , ;

It will be appreciated that prevention, reduction or inhibition of scamring of a treated

wound may be indicated by improvement of one or more of such suitable parameters, and

that in the case of prevention, reduction or inhibition, as assessed with reference to a

number of parameters, that these parameters may be combined from different assessment

schemes (e.g. reduction inhibition or improvement in at least one parameter used in

macroscopic assessment and at least one parameter used in miorosc%opic assessment).

|

Prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstratled 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:

L Assessment with regard to Visual Analogue Scale (VAS) scar score.

Prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstrat?d 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. Secar height, scar width, scar perimeter, scar area or scar volume.

The height and width of scars can be measured directly upon the Isubj ect, for example by
use of manual measuring devices such as callipers. Scar width, perimeter and area may
be measured either directly on the subject or by image analysis of Lhotographs of the scar,

The skilled person will also be aware of further non-invasive methods and devices that

AN
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can be used to investigate suitable parameters, including silicone/ moulding, ultrasound,

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

Prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstrate[d by 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 unscarred 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 t?iﬁ'erence between the
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 anfd unscarred skin. The
appearance of a scar may be compared with unscarred skin with re:ference to whether the
scar is lighter or darker than the unscarred skin. The respective colours of the scars and
skin may be perfectly matched to one another, slightly miismalched, obviously

mismatched or grossly mismatched. f

|
Alternatively or additionally to visual assessment, there are a number 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 be an indicator of the
degree of vascularity present in the scar or skin). Examples of such devices include the
Minolta Chronameter CR-200/300; Labscan 600; Dr. Lange IT/[icro 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 treated scars and unscarred

skin than between untreated scars and unscarred skin. |

4 Scar distortion and mechanical performance
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Scar distortion may be assessed by visual comparison of a scar gnd unscarred skin. A
suitable comparison may classify a selected scar as causing no dist’ortion, mild distortion,

moderate distortion or severe distortion.

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 n:nfechanical performance
of scars include Indentometer, Cutometer, Reviscometer, Visco-elastic skin analysis,
Dermaflex, Durometer, Dermal Torque Meter, Elastometer. t

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
also be appreciated that prevention, reduction or inhibition | of scarring may be
demonstrated by the mechanical performance of unscarred skin being 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. ThL texture of a scar may
be assessed with reference to the scar’s appearance, and this may also be undertaken by a
visual assessment as to whether the scar is, for instance, matt or shiny or has a roughened
or smooth appearance as compared to unscarred skin. I :

I
Scar texture may additionally be assessed with reference to whethe:; the scar has the same
texture as unscarred skin (normal texture), is just palpable, ﬁm:;| or hard compared to
unscarred skin. The texture of scars may also be assessed with reference to the Hamilton
scale (described in Crowe et al, 1998). i

In addition to the techniques set out above, there are a nulmber of non-invasive

profilimetry devices that use optical or mechanical methods for assessment of scar

contour and/or texture. Such assessments may be carried out on the body of the subject

|
|
|
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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 mayibe performed by an

independent lay panel of assessors using standardised and calibrated photographs of the
scars. The scars may bé assessed by an independent lay panelito provide categorical
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 \‘fisual Analogue Scale
(VAS) based upon the method described by Beausang ef af (1998). The capture of these
data may make use of suitable software and/or electronic system(s) as described in the

applicant’s co-pending patent application.

Expert Panel
Photographic assessment of treated and untreated scars may alternatively or additionally

be performed by a panel of expert assessors using standardised and calibrated
photographs of the scars to be assessed. The panel of experts mzjiy preferably consist of
suitable individuals skilled in the art such as plastic surgeons and scientists of suitable
backgrounds. |

Such assessment may provide categorical data, as described above or with respect to the
comparison of a timecourse of images of selected treated and umr?ated scars.
Suitable assessments to be made may include: )
|
Identification of the best scar, which for the purposes of the pr{escnt invention may be

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




WO 2007/104945 PCT/GB2007/000833

32

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 is most obvious (or alternatively the finding that the difference continues after the
last timepoint assessed), as well as considering whether or not the better scar remains

consistently better.

Consideration may also be given to whether or not one scar is consistently redder than the
other, and whether the redness fades over the timepoints consideredl (or continues after the
last timepoint) and if so at what.time after scar formation. An |expert panel may also
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 scar is
consistently whiter than the other, or whiter than unscarred skin. In the event that a
difference in whiteness is detectable consideration may be given‘l to the time after scar
formation at which the difference may be detecied, the time at which the difference is

|
|

A further parameter that may be assessed by an expert panel is thje texture of treated and

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

untreated scars. In comparing treated and untreated scars the expert panel may consider
which of the scars has the best skin texture, the earliest time after ?car formation at which
any difference present may be detected, the time post-formation at which any difference 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 shortest. Consideration may also be given to the
shape of the scar and the proportion of the scar margin that is djistinguishable from the
surrounding skin. As with previously described visual ass&esme!nts and assessments of

colour the presence, degree and location of hyper-pigmentation may also be considered.
t
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As noted above, one of the ways in which the quality of treated and untreated scars may
be compared is by microscopic assessment. Microscopic assessment of scar quality may
typically be carried out using histological sections of scars. The process of
microscopically assessing and measuring scars may take into consideration categorical

data based on the following suitable parameters: P

i. Epidermal restitution. Particular attention may be paid to the degree of restoration of
the rete ridges, and to the thickness of the restored epidermis.

2. Angiogenesis and Inflammation. Consideration 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 relference 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 orgaﬁsaﬁon 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 the microscopic quality of
scars include elevation or depression of the scar relative to the surrounding 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? a 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
parameters) can be generated using image analysis in conllnbination with suitable
visualisation techniques. Examples of suitable visualisation t;echniques that may be

employed in assessing scar quality are specific histological stail:w or immuno-labelling,

i
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wherein the degree of staining or labelling present may be quantitatively determined by

image analysis

Quantitative data may be usefully and feadily 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 epidermis 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 Jvesscls.
4. Degree of inflammation, number, location and populations/types of inflammatory
cells present.
5. Collagen organisation, collagen fibre thickness, collagen ﬁb"re density.

|
Prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstrateg!i 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
'peptide as compared to control, placebo or standard care treatment in animals or humans.
Appropriate statistical tests may be used to analyse datasets ge!:neratcd 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 prlevention, reduction or
inhibition of scarring may be demonstrated with reference to botha clinical (i.e. observed

on the subject) parameter and a photographic parameter. Even more preferably
prevention, reduction or inhibition of scarring may be demonstrated with reference to a
clinical parameter, a photographic parameter, and a.]so a nj‘:icroscopic assessment
parameter (for instance a histological parameter). Most preferabiy prevention, reduction
or inhibition of scarring may be demonstrated with reference tc;) a clinical VAS score,
external lay panel VAS score and ranking (from photographic ir:nages) and microscopic

VAS score of the reticular dermis.

N\
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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 area thus treated. Cosmetic
considerations are important in a number of clinical contexts, part}cularly when wounds
are formed at prominent body sites such as the face, neck and hands. Consequently the
inhibition of scarring (which may preferably be in combination with accelerated wound
healing) at such sites where it is desired to improve the cosmetic appearance of the scar

formed represents a preferred embodiment of the invention.

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, paI%ticularly in the case of
contractile scars (such as hypertrophic scars) and/or situations in which scars are formed
across joints. In these cases the altered mechanical properties of sc!;arred 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 usedr to prevent, reduce or
inhibit scarring of wounds covering joints of the body (preferably also accelerating
healing of such wounds). In another preferred embodiment suitable medicaments and
methods of the invention may be used to promote accelerated wound healing and/or
prevent, reduce or inhibit scarring of wounds at increased risk o'f 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 tlhe’ tcnsioq of the site at
which the wound is formed. For example, it is known that skin under relatively high
tension (such as that extending over the chest, or associated with ]l.ines 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 tlnay be used to promote
accelerated wound healing and/or prevent, reduce or inhibit scarriing of wounds located at
sites of high skin tension. There are many surgical procedures that may be used in scar

revision to allow realignment of wounds and scars such that they are subject to reduced

Q
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tension. Probably the best known of these is “Z-plasty” in which two V-shaped flaps of
skin are transposed to allow rotation of a 1ine_ of fension. Thus 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 scarring of wounds during
surgical revision of disfiguring scars.

Pathological scarring may have more pronounced deleterious effects than arise even as a
result of relatively severe normal scarring. Common examples of pathological scars
include hypertrophic scars and Lelmds It is recognised that certam types of wound, or
certain md1v1duals may be predlsposed to pathological scar formatton. 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 incrcasled risk of hypertrophic
scar or keloid formation. Wounds of children, and particularly burns wounds of children,
are also associated with increased hypertrophic scar formaiion!. Accordingly it is a
preferred embodiment of the invention that suitable medicaments zfmd 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 suﬁ'iér from a predisposition
to further excessive scar formation it is often clinically necess:lilry to surgically revise
hypertrophic scars or keloids, with an attendant risk of consequ'cntial pathological scar
formation. Thus it is a further preferred embodiment of the |invention that suitable
medicaments and methods be used to promote accelerated wound! healing 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 (whicq for the purposes of the
present invention may be taken also to encompass scalding injm-il‘es involving hot liquids
or gasses) may extend over great areas of an individual so afﬂmt{ed Accordingly, burns
may give rise to scar formation covering a large proportion of ai patient’s body, thereby
increasing the risk that the scar formed will cover areas of elevatied‘ cosmetic importance
(such as the face, neck, arms or hands) or of mechanical impértance (particularly the

regions covering or surrounding joints). Burns injuries caulsed by hot liquids are

nJ
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frequently suffered by children (for example as a result of upsetting 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. Ilt is a further preferred
embodiment of the invention that suitable medicaments and methods be used to promote
accelerated wound healing and/or prevent, reduce or inhibit scarring of wounds produced

by bums injuries.

As noted above, wound healing in response to burns injuries is frequently associated with
adverse scarring outcomes, such as the formation of hypertropfhjc scars. A further
consequence of the relatively large size of burns injuries is thai 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 burn 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. 1

The inventors have found that methods and medicaments of the invention utilising TGF- .

f3s of the invention are able to promote re-epithelialisation. Acciordingly such methods
and medicaments are particularly effective in the treatment of] all injuries involving
damage to an epithelial layer. Such injuries are exemplified 1:‘[>y, but not limited to,
injuries to the skin, in which the epidermis is damaged. It will however be appreciated
that such methods and medicaments of the invention are also éppl:icable to other types of
wounds in which epithelia are damaged, such as injuries in\}olving 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 éovering of the internal
organs, and/or the interior of the body cavity) may frequently éive rise to adhesions.
Such adhesions are a common sequitur of surgery involving gynéecological or intestinal
tissues. The inventors believe that the ability of the methods ajnd medicaments of the
invention (such as those comprising TGF-83s set out in Sequence iI) Nos. 3,5,7,%0r11)

to accelerate the regeneration of the peritoneum while reducing scarring may reduce the

|
|
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incidence of inappropriate attachment of portions of the peritonelfm to one another, and
thereby reduce the occurrence of adhesions. Accordingly, the use of such methods and
medicaments of the invention to prevent the formation of intesénal or gynaecological
- adhesions represents a preferred embodiment of the invention. Indeed the use of such
methods or medicaments of the invention in the healing of any|wounds involving the

peritoneum is a preferred embodiment. J

The methods or medicaments of the invention may be used prophylactically, for example
at sites where no wound exists but where a wound that would otherwise give rise to a scar
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 v'vounding 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 mvent!ion are administered to
the site around the time of wounding, or immediately prior to the fL)m:lin'g of a wound (for
example in the period up to six hours before wounding) or thc]: 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 éppreciaie that the most 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 administration of the selected
medicament, the dosage of the medicament to be administered, the size and pature of the
wound to be formed, and the biological status of the patient (which may determined with
reference to factors such as the patient’s age, health, and prl’iadisposition to healing
complications or adverse scarring). The prophylactic use of methods and medicaments in
accordance with the invention is a preferred embodiment ofi the invention, and is
particularly px.'efcrred in the promotion of accelerated wound heaixling and/or prevention,
reduction or inhibition of scarring in the context of surgical woundrs.
|

The methods and medicaments of the invention are alsc able !to promote accelerated
wound healing and/or inhibited scarring if administered after a wound has been formed.
It is preferred that such administration should occur as early as po’ssible 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 time up until the healing process has been
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completed (i.e. even in the event that a wound has already partially healed the methods
and medicaments of the invention may be used to promote accelerated wound healing
and/or prevent, reduce or inhibit scarring in respect of the remainiLg un-healed portion).
It will be appreciatéd that the “window” in which the methods an!d medicaments of the
invention may be used to promote accelerated wound healing and/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). | Thus in the case of a
large wound the methods and medicaments of the invention may be administered
relatively late in the healing response yet still be able to promote accelerated wound
healing and/or prevent, reduce or inhibit scarring. The methods and 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 bealing and/or prevent, reduce
or inhibit scarring if administered up to ten, or more, days after wmlmding.
|

The methods and medicaments of the invention may be administered on one or more
occasions as necessary in order to promote accelerated wound l?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 medicamenllts of the invention may
be administered daily or twice daily to a wound for at least the fullst three days following

the formation of the wound. : '

Most preferably the methods or medicaments of the invention maiy be administered both
before and after formation of a wound. The inventors have founll that administration of
the medicaments of the invention immediately prior to the f[ormation of a wound,
followed by daily administration of such agents in the days following wounding, is
particularly effective in promoting accelerated wound healing ar{d/or prevent, reduce or
inhibit scarring. i

!

|

For the purposes of the present specification by “agent” or “age'nt of the invention” are
meant biologically or therapeutically active TGF-83s of the mventlon, and/or blologlcally
or therapeutically active fragments of TGF-B35 of the mvenuonl and/or blologlcally or

{
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therapeutically active derivatives of TGF-83s of the invention. Agents of the invention
may also include nucleic acids enéoding TGF-83s of the invention (or fragments or
derivatives thereof). It will be appreciated that all such agents may be incorporated in
medicaments in accordance with the invention, and may be used in'the methods or uses of

the invention.

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 jbiological 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 treate('i.
B) The specific condition to be treated (e.g. acute! wounding or chronic

wounds).
18)] The age of the subject. ‘ |

The frequency of administration will also be influenced by the above-mentioned factors

|
and particularly the half-life of the chosen agent within the subjectbeing treated.

Generally when medicaments in accordance with the invention are used to treat existing
wounds the medicament should be administered as soon as the wound has occurred (or in
the case of wounds that are not immediately appa:ent; such as thoise at internal body sites,
as soon as the wound has been diagnosed). Therapy with methods or medicaments in
accordance with the invention should continue umtil the heafling process has been

accelerated, and/or scarring prevented, reduced or inhibited, to a cﬁﬁcim‘s satisfaction.

Frequency of administration will depend upon the biological half-life of the agent used.
Typically a cream or ointment containing an agent of thé invention should be
administered to a target tissue such that the concentration of the agent at a wound is

\3\\&
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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 suitable route capable of
achieving the desired effect of promoting wound healing and/or p'reventing, reducing or
inhibiting scarring, but it is preferred that the medicaments be administered locally at a

wound site,

The inventors have found that the promotion of accelerated wound healing and/or
prevention, reduction or inhibition of scarring may be effected by tihe administration of an
agent of the invention by iﬁjection at the wound site. For instance, 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 comprises an injectable
solution of an agent of the invention (e.g. for injection around tlllle margins of a site of

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

embodiment of the invention are considered below. i
|

Alternatively, or additionally, medicaments of the invention may also be administered in a
topical form to promote accelerated wound healing and/or prtevention, 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 heqlling and/or 'pre‘;rention,
reduction or inhibition of scarring is particularly improved by t(')pical application of an
agent of the invention to a wound (or, in the case of prophylactic? application, to a tissue

or site where a wound is to be formed). :

|

Compositions or medicaments containing agents of the inventiox_{ may take a number of

different forms depending, in particular on the manner in whicf:h they are to be used.

Thus, for example, they may be in the form of a liquid, ointmex:‘it, cream, gel, hydrogel,

powder or aerosol. All of such compositions are suitable for topical application to a -

%
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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 dressing or patch, which may be
used to cover a wound or other site of epithelial damage to be treateyii.
[
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 relezlase of the agent to the
~ wound. Such a vehicle is preferably biodegradeable, bioresolveabl‘e, bioresorbable and/or

non-inflammatory. i :
|

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

An agent of the invention, or a nucleic acid encoding such an agenit (as considered further
below), may be incorporated within a slow or delayed release devi[ce. Such devices may,
for example, be placed on or inserted under the skin and the agentl!or nucleic acid may be
released over days, weeks or even months. Such a device may btla particularly useful for
patients (such as those suffering from chronic wounds) that require long-term promotion
of accelerated wound healing and/or prevention, reduction or inhi})ition of scarring. The
devices may be particularly advantageous when used for the administration of an agent or
nucleic acid that would normally require frequent adminis*tratilon (e.g. at least daily
administration by other routes).
[

Daily doses of an agent of the invention may be given as a singl{e administration (e.g. a
daily application of a topical formulation or a daily injection). Al;tematively, the agent of
the invention may require administration twice or more times du:i:ng aday. In a further
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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!

In one embodiment a pharmaceutical vehicle for administration of an agent of the
invention may be a liquid and a suitable pharmaceutical compositio!n would be in the form
of a solution. In another embodiment, the pharmaceutically accep'table vehicle is a solid
and a suitable composition is in the form of a powder or tablet. Ig a further embodiment
the agent of the invention may be formulated as a part of a pharmaceutically acceptable
transdermal patch. '

A solid vehicle can include one or more substances that may also afct as flavouring agents,
lubricants, solubilizers, suspending agents, fillers, glidants, compl"ession aids, binders or
tablet-disintegrating agents; it can also be an encapsulating material. Tn powders, the
vehicle is a finely divided solid that is in admixture with the ﬁnelly divided agent of the
invention. In tablets, the agent of the invention is mixed W‘lﬂ'.:l a vehicle having the
necessary compression properties in suitable proportions and compacted in the shape and
size desired. The powders and tablets preferably contain up to 9|9% of the agent of the
invention. Suitable solid vehicles include, for example, calcium phosphate, magnesium
stearate, talc, sugars, lactose, dextrin, starch, gelatin, cellulose, polyvinylpyrrolidine, low

|

melting waxes and ion exchange resins. l
Liquid vehicles may be used in preparing solutions, suspensio:ns, emulsions, syrups,
elixirs and pressurized compositions. The agent of the invention can be dissolved or
suspended in a pharmaceutically acceptable liquid vehicle sucllj as water, an organic
solvent, a mixture of both or pharmaceutically acceptable oils or fats. The liquid vehicle
can contain other suitable pharmaceutical additives such as solubilizers, emulsifiers,
buffers, preservatives, sweeteners, flavouring agents, Suspendiing agents, thickening
agents, colours, viscosity regulators, stabilizers or osmo-regulators.  Suitable examples of
liquid vehicles for oral and parenteral administration include waicer (partially containing
additives as above, e.g. cellulose derivatives, preferably sodium carboxymethyl cellulose
solution), alcohols (including monohydric alcohols and polyhydric alcohols, e.g. glycbls)

and their derivatives, and oils (e.g. fractionated coconut oil 'and arachis oil). For

—————
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parenteral administration, the vehicle can also be an oily ester such as ethyl oleate and

isopropyl myristate. Sterile liquid vehicles are useful in sterile liquid form compositions
for parenteral administration. The lLiquid vehicle for pressuﬁzeii compositions can be
halogenated hydrocarbon or other pharmaceutically acceptable proi)ellant.

) |

Liquid pharmaceutical compositions which are sterile solutions lor suspensions can be
utilized by for example, intramuscular, intrathecal, epidural, intra:peritoneal, intradermal,
intrastromal (cornea) or subcutaneous injection.  Sterile sfolutions can also be
administered intravenously. The agent of the invention may be prépared as a sterile solid
composition that may be dissolved or suspended at the time of adnlﬁnistration using sterile
water, saline, or other appropriate sterile injectable medium. V|ehicles 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 theT invention by means 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 exalimple, 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 for promoting accelerated
wound healing and/or inhibiting scarring in the cornea. Corneal wounds may result from
trauma to the eye arising as a result of accidental injury (as considered above) or as a
result of surgical operations (e.g. laser surgery on the comea). In this case a preferred

medicament of the invention may be in the form of an eye drop.

Agents of the invention may be used in a range of “internal? wounds (1.e. wounds
occurring within the body, rather than on an external sm’facq). Thus for example,
medicaments in accordance with the invention may be formulated lfor inhalation for use in
wounds arising in the lungs or other respiratory epithelia. |

Known procedures, such as those conventionally employed :by the pharmaceutical
industry (e.g. in vivo experimentation, clinical trials etc), may be u|sed to establish specific
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formulations of compositions comprising agénts of the invention and precise therapeutic
regimes for administration of such compositions (such as daily dolses of the active agent
and the frequency of administration).

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 of the tissue wounded,
area and/or depth of the wound to be &cated, 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 total amount of an active agent that may be administered by local
injection to a wound or site of epithelial damage may preferably be in the region of
50ng/100p1L per linear centimetre of wound or epithelial damage. Such a dose may be
given once a day for up to three days, thereby providing a tote!l dose of 150ng/linear
centimetre of wound or epithelial damage. -

|-
In the case of topical applicatioﬁ to acute wounds or sites of epith!elial damage, a suitable
amount of an active agent may preferably be in the region of ldong/cmz. Such a dose
may be given once a day for up to 3 days, thereby providing a tot!al dose of 300ng/cm? of
wound or epithelial damage. ' ’

By way of further example, the preferred amount of an active algent to be administered
daily to a wound or site of epithelial damage may be in the region of 50ng/linear
centimetre of wound or epithelial damage (if administered by injelzcﬁon), or 100ng/cm® of
wound or epithelial damage (if administered topically). l

r
|
By way of still further example, the amount of an active agent tl:lat may be administered

to a wound or site of epithelial damage in a single incidence of tl:'eatment may preferably
be in the region of 50-200ng/linear centimetre of wound of epithelial damage (if
administered by injection), or 100-300ng/cm® of wound or? epithelial da.mage Gf
administered topically).
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The amount of an agent in accordance with the invention required for the treatment of
wounds or other sites of epithelial damage will typically be w1tbfm the range of 1pg to
1mg of the agent administered per linear centimetre of wound or el?itheﬁal damage per 24
hours, although this figure may be 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/100uL solution of the agent, and 100uL of such a solution %1dmim'stered per linear

centimetre of wound or epithelial damage over a 24 hour period. !

The agent may more preferably be administered as a 10pg/100pL -'100pg/100pL solution
with 100uL of such a solution administered per linear centimetre :of wound or epithelial
damage over a 24 hour period. |

!
Most preferably the agent may be administered as a 1ng/100pL — liOOOng/ 100pL solution
with 100uL of such a solution administered per linear centimetre 'of wound or epithelial
damage over a 24 hour period. ' i
!
Generally, compositions oompn'si.né agents of the invention shou:ld 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 aclhieved. Preferably the
agent may be provided at concentrations of between 7.9pM a.ucll 0.079mM per linear
centimetre. {

!

|
An agent of the invention (such as the peptides of Sequence ID Nos. 3 to 8) 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 bctween}7.9pM and 0.079mM.
Most preferably an agent of the invention may be administered: at a concentration of
between 0.795M and 0.79uM. |

Purely by way of example an injectable solution containing between 10pg/100pL. and
100.g/100uL of an agent of the invention (such as a TGF-83 of Seﬁquence ID Nos. 3,5,7,

9 or 11) is suitable for application to promote accelerated dermal| wound healing and/or

SV
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inhibition of scarring when administered as an intradermal injection and dosed with

100pL per linear cm of wound margin.

In the case of a TGF-83 of Sequence ID No. 3, preferred dosages _for administration to a
wound may be in the region of 1ng/100puL ~ 1000ng/100uL, and IOfOpL of such a solution

administered per linear cm of wound margin. I

In the case of a TGF-83 of Sequence ID No. 5, preferred dosages Lor administration to a
wound may be in the region of 1ng/100uL — 1000ng/100pnL, and 100uL of such a solution
administered per linear cm of wound margin.

.
In the case of a TGF-83 of Sequence ID No. 7, preferred dosages!for administration fo a
wound may be in the region of 1ng/100pL — 1000ng/100uL., and lé)OpL of such a solution
administered per linear cm of wound margin. ;
In the case of a TGF-83 of Sequence ID No. 9, preferred dosages'for administration to a
wound may be in the region of 1ng/100pL — 1000ng/100pL, and li)Op.L of such a solution

administered per linear cm of wound margin. i

l

In the case of a TGF-83 of Sequence ID No. 11, preferred_dosage?l for administration to a
wound may be in the region of 1ng/100uL — 1000ng/100uL, and I;OOpL of such a solution
administered per linear cm of wound margin. ’

|

j
Agents of the invention may be used to promote accelerated, wound healing and/or
prevent, reduce or inhibit scarring as a monotherapy (e.g. througl}' use of medicaments of
the invention alone). Alternatively the methods or medicaments pf 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 fused as parts of such
combination therapies will be well known to those skilled in the ax:‘t.

!

The inventors have found that TGF-£3s in accordance with the plresent invention may be

advantageously formulated in the presence of a sugar. This sugar may be a reducing or
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non-reducing sugar and/or a phosphate or phosphonate derivative thereof. Bxamples of
such sugars may be selected from, but are not limited to, those selected from the gfoup
consisting of maltosé, mannose, trehalose, arabinose, mannitol, sucrose, fructose, dextrose
and ghucose. Preferred sugars may be selected from the group consisting of maltose and
trehalose,

It will be appreciated that peptides comprising TGF-83s of the i1|1vention 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 eﬁects of the peptides are
required over a prolonged period, for example in contexts where 1t' is desirable to augment
over a period of time an otherwise defective wound healing r&sp’onse., It is particularly
preferred that TGF-3s to be administered via cellular expression comprise those peptides
defined by Sequence ID Nos. 3, 5, 7, 9 or 11, or fragments or derivatives thereof. Nucleic
acids encoding these peptides are set out in Sequence ID Nos. 4, 6, 8, 10 or 12.

Many known methods of administering peptide agents of the inve;:ntion to tissues such as
wounds have the disadvantage that it can be difficult to achieve sustained levels of the
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 ha]f-]iv&?c of the agents may be

short for a number of reasons, which include:

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

|

i
Furthermore, agents used to promote accelerated wound healling and/or prevention,

reduction or inhibition of scarring need to be administered in a 'suitable vehicle and are
often provided as a composition comprising the agent and the vehlicle. As discussed, such
vehicles are preferably non-inflammatory, biocompatible, biorésorbable and must not
degrade or inactivate the agent (in storage or in use). However, i‘}t can often be difficult to

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

X
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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 EIlIl area to be treated by

means of gene therapy. ‘

According to a fourth aspect of the present invention there is provided a delivery system
for use in a gene therapy technique, said delivery system compliising a DNA_ molecule
encoding a peptide selected from the group consisting of those defined by Sequence ID
No. 3, Sequence ID No. 5, Sequence ID No. 7, Sequence ID No. 9 and Sequence ID No.
11, said DNA molecule being capable of being transcribed to leadito the expressipn of the
chosen peptide. ,

I
According to a fifth aspect of the present invention there is provided the use of a delivery
system as defined in the preceding paragraph for use in the ma.nutf‘acture of a medicament
for use in the promotion of accelerated wound healing and/or p’revention, reduction or

inhibition of scarring. !

|
In a sixth aspect of the present invention there is provided the use of a delivery system as
defined in above for use in the manufacture of a medicament for use in the promotion of

!
epithelial regeneration. -

|

According to a seventh aspect of the present invention there 1s provided a method of
promoting accelerated wound healing and/or prevention, reduction or inhibition of
scarring scarring, the method comprising administering to a platient in need of such

treatment a therapeutically effective amount of a delivery system as defined for the ninth

|

According to an eighth aspect of the present invention there is' provided a method of

aspect of the invention.

promoting epithelial regeneration, the method comprising admirllisten'ng to a patient in
peed of such treatment a therapeutically effective amount of a defivery system as defined

for the ninth aspect of the invention.
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Due to the degeneracy of the genetic code, it is clear that nucleic ellcid 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 acids that may be used to
encode peptides defined by Sequence ID Nos. 3, 5, 7, 9 or 11 w1|11 be readily apparent to
the skilled person, and the skilled person will be able to make reference to the examples
provided as Sequence ID Nos. 4, 6, 8, 10 or 12 respectively.

|
The delivery systems according to the invention are highly suitable for achieving
sustained levels of an agent of the invention at a wound over a lqnger period of time than
is possible for most conventional delivery systems. Agents of the invention suitable for
promoting accelerated wound healing and/or inhibited scarring may be continuously
expressed from cells at a wound site that have been h‘ansformediwith the DNA molecule
disclosed in the fourth aspect of the invention. Therefore, even if the agent of the
invention has a very short half-life in vivo, therapeutically eﬂ'ect!ive amounts of the agent
may be continuously expressed from the treated tissue. |

|
Furthermore, the delivery system of the invention may be us:ed to provide the DNA
molecule (and thereby the agent of the invention) without the lileed to use conventional
pharmaceutical vehicles such as those required in ointments or creams that are contacted

with the wound.

The delivery system of the present invention is preferably such tlhat the DNA molecule is
capable of being expressed (when the delivery system is administered to a patient) to

produce a peptide defined by the group consisting of Sequence ID Nos. 3, 5,7, 9 or 11, or
a fragment or derivative of such a peptide. The DNA molecule may be contained within a
suitable vector to form a recombinant vector. The vector may fc;)r example be a plasmid,
cosmid or phage. Such recombinant vectors are highly useful in the delivery systems of

the invention for transforming cells with the DNA molecule.

Recombinant vectors may also include other functional elements. For instance, recombinant

vectors may be designed such that the vector will autonomously replicate in the nucleus of

1
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the cell. In this case, elements which induce DNA replication 'may be required in the

recombinant vector. Alternatively 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 homdlogous 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 becomes incorporated in the
DNA of cells of the subject being treated. Undiﬁ'erentiatéd cells may be stably
transformed leading to the production of genetically modified dau'ghter cells. When this is
the case, regulation of expression in the subject may be reqlujred e.g. with specific
transcription factors, gene activators or more preferably with inliucible promoters which
transcribe the gene in response to a signal specifically found at a wound. Altematively, the
delivery system may be designed to favour unstable or tal:sient transformation of
differentiated cells in the subject being treated. In this insta.nce,l regulation of expression
may be less important because expression of the DNA molebule 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 be 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 uptak{e.

The DNA molecule may be transferred to the cells of a subject to L)e treated by transfection,
infection, microinjection, cell fusion, protoplast fusion or ballistic bombardment. For
example, transfer may be by ballistic transfection with coated |gold particles,_ liposomes
containing the DNA molecule, viral vectors (e.g. adenovirus) and means of providing direct

(<
C
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DNA uptake (e.g. endocytosis) 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% by cells therapeutically
introduced into the wound (for example cultured endogenous or e::xogenous cells involved

in the wound healing response). !

It will be appreciated that cells that are to be introduced therapeutically 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 agent of the invention,
and then introduced into the wounded area. Such cells may prefe{rably be cells cultured ex
vivo for use in the preparation or manufacture of artificial skin 'or skin substitutes to be
used in the promotion of wound healing. The cells may more preferably be autologous
cells, although it will be appreciated that any suitable cells may b:e used.

Accordingly, in a ninth aspect of the invention, there is provided a medicament
|
comprising cells induced to express an agent of the present invention.

The induction of cellular expression of an agent of the invcm::ion 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. '

The invention will now be further described by way of example with reference to the
|

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

Table 1 shows values indicative of amino acid residues’ propeltnsity for involvement in
alpha-helix formation; |
|
Table 2 sets out details of nomenclature used in reference tolmuta.nt TGF-83s of the

invention;

;
|
|
|

%%
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Table 3 sets out re-folding efficiency of wild-type TGF-83 and TFF~B3S of the invention;

|

Table 4 compares the biologica] activity of wild type TGF-83 and Gly63-Ala (a TGF-£3
protein of the invention) as assessed by cell growth inhibition assjay;

|

|

Table 5 sets out concentrations of reagents used in in vivo wound healing studies;

Table 6 sets out concentrations of reagents used in in vivo Woundi healing studies;

|
Figure 1 shows a chromatogram of TGF-Beta 3 ‘Wild-Type’, on a Phenyl-Sepharose
-Column;

Figure 2 shows a chromatogram of TGF-Beta 3 *Wild-Type’ 'Monomer and Dimer on
UNO-S1 Column;

Figure 3 shows a comparison of TGF-Beta 3 Mutant Proteins a.nrd ‘Wild-Type® TGF-Beta
3 by SDS-PAGE stained with Coomassie Blue(please note that the buffer exchange of
Gly63-Ala and Gly63-Pro mutant proteins resulted in some séample loss therefore the
actual concentration added to the gel were rather less than tﬁe 3 ,u:g stated);

o

Figure 4 shows the template used for excisional wounding; j

Figure 5 shows day 3 average macroscopic assessment scores for incisional wounds (A
and B) treated with wild type TGF-Beta 3 or TGF-83s of the invention, where ‘“*”
indicates significantly increased healing compared to naive wounlds (p<0.05);

Figure 6 Day 3 microscopic average wound width for excisional wounds (C and D)

I
Treated with ‘wild-type’ and mutant TGF-Beta 3 proteins; i
|

Figure 7 shows the template used for incisional wounding;

f
!
|
o
o
!

o
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Figure 8 illustrates macroscopic scar scores (day 70) for wounds|treated with ‘wild-type’ -

TGF-Beta 3, Gly63-Ala and Gly63-Pro;

Figure 9 illustrates macroscopic scar images (day 70) for wounds treated with ‘Wild-type’
TGF-Beta 3, Gly63-Ala and Gly63-Pro;

Figure 10 illustrates macroscopic scar scores (day 70) for wou[nds treated with “Wild-
type’ TGF-Beta 3, Glul2-Ser and double Serine mutant (Glul2-Ser & Arg52-ser), where

“+” indicates significantly decreased scarring compared to ﬁlacebo treated wounds
1

(<0.05); J

I
Figure 11 illustrates macroscopic scar images (day 70) for wmi'mds treated with ‘Wild-
type’ TGF-Beta 3, Glul2-Ser and double Serine mutant (Glul2-Ser & Arg52-Ser);

Figure 12 illustrates representative microscopic scar images :of wounds treated with
‘Wild-type’ TGF-Beta 3, Gly63-Pro and Gly63-Ala Mutant ]'E’roteins (70 days Post-
Wounding); and )

Figure 13 illustrates representative microscopic scar images of wounds treated with
Glul2-Ser and Double Serine mutant (Glul2-Ser and Arg 52—|Ser) after 70 days Post-
Wounding).

Details of sequences of particular interest are provided in; the section “Sequence

Information”.
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Experimental protocols and results

1 Generation, production, refolding, and purification of TGF-83s according to

the first and second aspects of the invention.

1.1  Generation of cDNA
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,

TGFBeta-3 cDNA was generated by Reverse Trausciptase—Polgfmerase Chain Reaction
(RT-PCR). The RT-PCR master mix was prepared from Bﬁﬁimt@ QRT-PCR Core
Reagent Kit, 1-Step (Stratagene). One microgram of RNA wias added to S0uL of a
solution containing: One-step QRT-PCR buffer, 0.2mM dNTPs, 3.5mM MgCl,, 1pL
StrataScript reverse transcﬁptasé, Taq Polymerse 2.5 units, 0.4pM Sense primer (5° GAT |
ATA CCA TGG CTT TGG ACA CCA ATT ACT ACT GC 3°), 0.4uM Sense primer (5°-
CAG CCG GAT CCG GTC GAC TCA GCT ACA TTT ACA fI\GA C 3"). The reaction
was placed in a thermal cycler (Hybaid PCR Expresses) and {Lm 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 | 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).

1.2 Construction of plasmid
The pET-3d vector is derived from pBR322 vector and contains a T7 promoter under
LacUV5 control and an Ampicillin resistant marker gene. The | TGF-Beta 3 ¢DNA
fragments (generated in Section 3.2) were sub-cloned into pET-Zr’:d at the Nco | and Bam

HI sites (5°-3” respectively). The resulting ligation was then 1Ian§formed into XL.10 Gold
cells (Stratagene) and colony PCR analysis was performed to locate clones containing an
insert. The final clone was grown up and plasmid DNA exFracted into water using
Qiaprep®Spin Miniprep Kit (Qiagen). The 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-37). !
|
|
|
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"

1.3  Site directed mutagenesis ' L
The ‘wild-type® TGF-Beta 3 construct from Section 1.2 junderwent site directed

mutagenesis to generate two mutated constructs encoding ifor TGF-Beta 3 mutant
proteins. The construct/mutant nomenclature and nucleotide sequence change are
summarised in Table 2. The nucleotide positions that undcrwellt mutagenesis are shown

in the Sequence Information section. |

|

The In-vitro site-directed mutagenesis methodology was baséd on Stratagene’s Quick
Change® Site directed Mutagenesis kit.100ng of plasmid (from Section 1.2) was added to
a solution containing: 2.5uL 10 x Quick Change® Multi Reacti(i)n Buffer, Quick éolution,
100ng of Mutagenic Primer, !mL dNTP mix, Pfu Turbo DNA Polymerase (Stratagene),
made up to a final volume of 2.5mL with double distilled water}. The reaction was placed
in a thermal cycler (Hybaid PCR Expresses) and run under the f9110wing conditions: 1min
at 95°C, 30 cycles of 1min at 95°C, 55°C for 1 min and a ﬁna:l step of 65°C for 2 min.
Once the thermal cycling was complete the reactions were p]‘aced on ice for 2 min to
reduce the temperature below 37°C. 1uL of Dpnl restriction enzyme (10 U/ul) was
added to each reaction and mixed thoroughly. The reaction |mixture wa.é centrifuged
(1min 10,000 rpm in a Sorvall Biofuge) then incubated at 37°C to digest the parental ds-
DNA. 1-5pL of Dpnl-treated DNA from each mutagenesis re%ctiOn was adc?ed 45up of
resuscitated XLI-Blue E.coli (Stratagene) and 2pL B-ME mix (Stratagene). The
suspension was mixed and incubated on ice for 30minutes. Thq‘ suspension was heated to
42°C in a water bath for 30seconds. The mixture was incubatadI on ice for a further 2min.
0.5mL of pre-heated (42°C) NZY* broth was added to each cell suspension. The
transformation broth was incubated for 1 hour with shaking at| 225-250rpm. 1pL, 10pL
and 100pL of the transformation broth from each mutagenesis|reaction was spread onto
LB agar plates containing 100pg/mL of Ampicillin (Sigma),fSO pg/ml of 5-bromo-4-
chloro-3-inodlyl-f-D-galactopyranranoside (X-gal, Stratagene),]ZOmM of Isopropyl B-D-
Thiogalctopyranoside (IPTG, Sigma) and incubated for 18 l;mm's at 37°C. The blue

colonies contained the mutated plasmid. A single colony ﬁoin each mutant type was

picked off the agar and used to inoculate 10mL of LB medhilm containing 100pg/mL

“f

|
B
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Ampicillin. The plasmid was isolated using QIAprep® Spin M'iniprep Kit (Qiagen). The
plasmids were sequenced and verified for correct mutation usi;ﬁg pQE for and pQE Rev

primers. !

1.4  Transformation and cloning
10uL (50 ng per pl) of plasmid DNA (from Section 1.2 and 1.3) was added to ImL of
cold (4°C) competent E.coli BL21 (DE3) pLysS Singles™ cell:s (Novagen). After 20min
the cells were heat shocked by incubation for 30 sec at 42°C in 3 water bath. 100uL of Psi
 medium was added to the cell/plasmid mixture and shaken at 37°C for 90 min. 50pl and
100pl éliquots were plated onto LB agar plates containing 100 ;}.g/mL Ampicillin (Sigma)
and incubated for 18 hours at 37°C. Single colonies were cultivlited and frozen cell stocks
generated and stored at -80°C. Plasmid DNA was analysed from cells stocks to verify

correct transformation.

1.5  Expression
An ampoule of frozen transformed E.coli cells (from Section! 1.4) were recovered and
inoculated into a baffled Erlenmeyer flask, containing 100mL of LB media and
100pg/mL of Ampicillin. The flask was incubated with shaking, overnight at 37°C. SmL
of this overnight culture were added to 2-litre Erlenmeyer ﬂask‘i (500mL of LB media/and
100ug/mlL of Ampicillin) and incubated with shaking at 37°C.|2mL Broth samples were
taken hourly to track growth and TGF-Beta 3 ‘wild-type’ and Imut'ant protein expression
(post-induction). Growth was determined by measuring absorbance on a spectrophometer,
at a wavelength of 600nm. When the absorbance measured 0.6 ;’j\bs the cells were induced
. to express ‘wild-type’ and mutant TGF-Beta 3 proteins by the addition of Isopropyl p-D-
Thiogalactopyranoside (IPTG, Sigma) to a final concentration O!f 1mM. The cultures were
incubated for an additional 4 hours. 0.5mL of broth sa}nples were pelleted by
centrifugation (10 min 10,000 rpm in a Sorvall Biofuge) and the supernatant discarded.
The pellet was re-suspended in S0uL of Sodium Dodecyl Sulfate ‘(SDS)-polyacrylamide

|
gel-electrophoresis (PAGE) sample buffer and heated for 10 rpinutes in a water bath at

95°C. 10uL samples were loaded onto SDS-PAGE. SDS—PAfGE and Coomassie Blue

staining was performed as described in A.T Andrews (1986),I using a Hoefer®Mighty
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Small SE 245 Dual Gel Caster (Amersham). The gels were lnlam 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 in a Hettich

Rotina 46R centrifuge with a 4315 Rotor. Cell dlsruptlon and recovery of insoluble
(inclusion bodies) TGF-Beta 3 protem was 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) Triton X-100 (Sigma) was added and
the suspension and stirred for one hour. The suspension was centrifuged at 15,000g for
40min. The pellet was re-suspended in 50mL of IOOmMTris/H(;Zl, 10mM EDTA pH 8.3
before being centrifuged for 40minutes at 12,000g.

1.7  Solubilisation of inclusion bodies
The sediment from Section 1.6 was re-suspended in 40mL of [8M Urea 1%(w/w) DL-
Dithiothreitol (DTT) and disrupted in a Heidolph Diax 900 homogeniser. The suspension
was covered and left stirring for 1 hour to solubilise the inclusioﬁ bodies and reduce TGF-
Beta 3 ‘wild-type’ and mutant proteins to their monomeric form. The suspension was then
centrifuged for 30 minutes at 15,000g. The supernatant was dialysed to exchange buffer
from 8M Urea (JICN Biomedical) to 10% ‘(v/v) acetic acid. ThelE.éoli proteins that were
soluble in the 8M urea precipitate out of solution when the buffer is exchanged to 10%

(v/v) acetic acid. 1%(w/w) DTT (Sigma) was added to the suspensioh, covered and left
formed between TGF-53

stirring for 30 min to reduce any disulfide bonds that may have
monomers during the buffer exchange .The suspension was centrifuged at 12,0008 for 40
min to separate the soluble and non-soluble proteins. Samples were taken from urea
solubilisation and buffer exchange steps (acetic acid soluble and non-soluble material),

and then analysed using SDS-PAGE. ' ' B
|

1.8  Ultrafiltration i

The 10% (v/v) acetic acid soluble material from Section 1.7; underwent ultrafiltration

using a 10kDa membrane on a Vivoflow50 (Vivascience). Th;e purpose of this was to

'

|
|
|
|
l
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reduce the volume of 10% (v/v) acetic acid suspension to 3mL and to remove low
|

molecular weight proteins (<10kDa).

1.9  Gel filtration
The sample from Section 1.7 was chromatographed on a Hipfe‘p 26/60 Sephacryl S-100
high-resolution column (Amersham, 320mL) in 10% (v/v) acetic! acid at a flow rate of 1.5
mL/min. Fractions containing monomeric denatured TGF-Beta !3 (which eluted between

100 min and 140 min) were pooled.

1.10 Lyophilisation
The pooled fractions containing denatured monomeric TGF-Beta 3 were lyophilised using
a IEC Lyoprep-3000 freeze dryer to remove acetic acid and water from the sample.

1.11 Refolding |
The lyophilised, monomeric, TGF-Beta 3 from Section 1.10 was solubilised in 8M urea
containing 10mM DTT until a final TGF-Beta 3 concentration o’:f 10mg/mL was achieved.
The TGF-Beta 3 solution was added dropwise, while stirring to re-folding solution (1M 3-
* (-Pyridino)-1-propane Suifonate (NDSB-201), 20%(v/v) Dimethyl Sulfoxide (DMSO,
Sigma), 2% (w/v) 3*(3-cholat_nidopropyl) dimethylannponio-l-propanesulfonate
(CHAPS), IM NaCl (Sigma), 1%(w/v) reduced Glutathiorile (GSH, Sigma),0.05M
Trizma®Base (Sigma) pH 9.3 ) until a final concentration of O.i.’lmg/mL TGF-Beta 3 was
achieved. It is important the pH is kept within a range of 9/2.9.4 using concentrated
NaOH/HCL. The solution was covered with Parafilm, whichi was punctured to allow
oxidation of the monomeric TGF-Beta 3 and left stirring at 8°C. Afier 144 hours the
solution was centrifuged at 15,000g for 40 minutes to remove the precipitate formed and
the pH was adjusted to pH 3.5 with glacial acetic acid. T!he supernatant contained
disulfide linked dimeric TGF-Beta 3, which was detennin}cd by SDS-PAGE (non-
reduced) and Western Blotting. The SDS-PAGE was carried out as described in section

2.1
!

! .
For the Western Blotting, samples were loaded onto a}lmm thick, 15% {(v/v)

polyacrylamide gel. Once ¢lecirophoresis was completed the pr:oteins within the gel were
I .
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then electrophorectically transferred on to nitrocellulose paper (Sigma) using TE22
Western-Blotting Apparatus (Pharmacia), as outlined in the|instruction manual. Non-

specific binding sites on the nitrocellulose were then blocked; with blocking buffer (5%
(w/v) Skimmed milk powder, 1% (v/v) Polyoxyethylenesorbitafn Monolaurate (Tween 20,
Sigma) in Phosphate Buffered Saline (Inﬁitrogen)). The nitrocejl]ulose was then washed in
washing buffer (PBS, 0.1% Tween 20). The nitroceliulose wés then incubated for 1 hr
with the primary antibody (MAB643(R&D systems)) dilutled 1:500 with 0.1%(v/v)
Tween 20 in PBS. The nitrocellulose was again washed beforie incubation for 1 hr with
the secondary antibody goat anti-mouse antibody (Abcam) diluted 1:3000 with 0.1%(v/v)
Tween 20 in PBS. The nitrocellulose received a final wash|before the addition ECL
reagent (Amersham) to visualise the antigen-antibody comple)lﬁes.- In a dark room X-ray
film was exposed to the nitrocellulose before being immersed ‘{in developer, fix and stop
* solutions. The nitrocellulose was then left to dry, The re-fo]di:ng the TGF-Beta 3 *wild-
type’ and mutant monomeric proteins showed varying levelsf of dimer formation. The
percentage recovery of correctly re-folded dimer from other inc':orrectly re-folded or non-

dimeric TGF-Beta 3 proteins are shown in Table 3.

Interestingly the amino acid substitutions within the alpha ilelix of the TGF-Beta 3
proteins that caused greatest impact on re-fold yield (dimer f(f)rmation). Stabilisation of
the alpha helix by substituting Glycine with Arginine increaset:i re-fold yields from.20%
to 50%. Conversely disruption of the alpha helix by substituf:ing Glycine with Proline
resulted in a much lower percentage of dimer formation. Thi:s indicates that the alpha
helix plays an important role in the correct re-folding of the TGF-Beta 3 molecule.
Substituting the amino acids involved in the formation of thé ‘salt-bridge’ did not effect

re-fold yields.

1.12 Hydrophobic interaction chromatography
The renaturation solution from Section 1.11 was concentrated t:o S0mL by Ultrafiltration
with a 10kDa (molecular weight cut off) membrane on a Vivoflow50 (Vivascience). The
renaturation solution was diluted 1:1 with a solution containing é M Animonium Sulphate
(Sigma) and 10%(v/v) acetic acid. A 2ml Biofad column filled v'snth the Phenyl-Sepharose
Flast Flow (Amersham) was equilibrated with buffer A (1.0M iAmmom'um sulphate and
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10% (v/v) Acetic acid). 20mL of the diluted renaturation sohlltion was applied to this
column at a flow rate of 1mL/min (this flow rate was used through out the procedure).
The column was then washed in buffer A until the absorbance reading at 280nm reached
baseline level (10mL). 100% Buffer B (10%(v/v) acetic acid 30%(v/v) Isopropanol) was
applied to the column. The first peak, which contains TGF-Beta 3 proteins in both

monomeric and dimeric forms, was pooled (see Figure 1).

1.13 Cation exchange chromatography ‘

Cation exchange chromatography was used to isolate the dimeric TGF-Beta 3 proteins
from the monomers. A 2 mL UNO-S1 Column (Biorad) was qquiljbraied with buffer A
containing 10% (v/v), acetic acid, 30% (v/v) Isopropanol). The pooled fractions from
Section 3.12 were applied at flow rate of ImL/min onto the UNC:)-SI column. The colurnn
was then washed in buffer A until the absorbance reading at 280nm reached baseline level
(5 min). A linear gradient was run over 5 mins ending with a mixture of 60% Buffer A
and 40% Buffer B (10% (v/v) acetic acid, 30% (v/v) Isopropianol and 1M NaCl). The
application of this buffer mixture was maintained for a further 15minutes. Monomeric
TGF-Beta 3 was eluted from the column after 10min follovlving sample injection. A
second linear gradient was applied over 5 minutes ending w1th 100% Buffer B and
maintained for a 10 minutes. Dimeric TGF-Beta 3 was eluted from the column 30 mins
after sample injection (see Figure 2). :
|

1.14 Ultrafiltration/diafiltration | |

The fractions containing purified monomeric and dimeric TGF-Beta 3 molecules from
Section 1.13 underwent ultra filtration/ diafiltration to exchange the buffer to 20mM
Acetic Acid, 20% (v/v) Isopropanol and concentrate the samplei to ~10mg/mL (TGF-Beta
3 concentration was determined by U.V spectrometry). A Vivoft10w50 (Vivascience) with
a 10kDa cut off was used exchange buffer and concentrate the s&lrlmples.

1

[
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2 In vitro characterisation of TGF-83s of the invention.

|

2.1 SDS-PAGE analysis of purified TGF-§3s of the invention

The purified TGF-Beta 3 mutant proteins (from Section 1.14) were assessed by SDS-
PAGE to determine purity and molecular weight. Due to the lolw pH in the TGF-Beta 3
mutant samples from Section 3.14 the buffer was exchanged using protein desalting spin
columns (Pierce) into SDS-PAGE sample buffer. 3ug of purified TGF-Beta 3 mutant
proteins (reduced and non-reduced samples), 3ug ‘wild-type’ TGF-Beta 3 positive control
(reduced and non-reduced) and 10pL Invitrogen Mark 12 molecular weight standards
were loaded onto a polyacrylamide gel (10%-20% (v/v) gradielnt of Acrylamide). Once

the electrophoresis was complete the gel was stained with Coomassie Blue.

As expected the ‘wild-type’” TGF-Beta 3 and the Gly63-Ala mutant protein ran to
identical positions on the gel (~13kDa for reduced and 25kDa for the non-reduced
samples). Interestingly no Gly63-Pro mutant protein bands wlere detected on the non-
reduced gel but were detected on reduced gel. As the re-fold efficiency of Gly63-Pro was
very low (<1%) it is likely multiple re-fold species were produced, which were below the
levels detectable by Coomassie (>1ug). However when these ;spe‘cies were reduced the
concentration of the reduced Gly63-Pro monomer was above the 1ug Coomassie stain
detection limit and therefore Gly63-Pro could be seen on the teduced gel. The reduced
Gly63-Pro protein band position was slightly higher than the band for ‘wild-type’ TGF-
Beta 3. This was to be expected as the substitution of Glycine 63 for a Proline made the
Gly63-Pro mutant protein a larger molecule than ‘wild-type’ TGF-Beta 3 (see Figﬁre 3).

22 Cell growth inhibition assay to compare the biologicz:xl activity of TGF-83s of
the invention with that of wild type TGF-83

The cell growth inhibition assay (A Meager, 1991) is an in-vitro biological activity test
for TGF-Beta molecules. The colorimetrical assay is based o:n the inhibitory effect of
TGF-Beta molecules on the growth of Mink Lung Epithelial cells (MLEC). 100pL of cell

suspension containing: 1 x10* MLEC cells/'ml. and complete medium (DMEM
b
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(Invitrogen), 0.0lM Hepes buffer (Invitrogen), 2mM L-Glutamine (Invitrogen), L-
Arginine (Invitrogen), L-Asparagine (Invitrogen), 100 umts/mIL Penicillin (Invitrogen),
~ 50pg/mL Streptomycin (Invitrogen) and 5% Foetal Calf Serumf(lnvitrogen)) was added
to each well of a 96 well tissue culture plate. After overnight incubatién at 37°C, 5%_002,
100pL of serially diluted (10pg/mL to 500pg/mL) dimeric TGlé-Beta 3 mutant samples
(from Section 3.14) were added to the plate(s). Control wells rec;ived 200uL of complete
medium and 10% {v/v) 0.25 M Maltose. The plates were incul::'ated for a further 120hr
and 50uL of 2mg/ml, 3-[4,5-dimethy1thiazonl-2-yl]-2,5—diphény1tetrazolium bromide:
thiazolyl blue (MTT; Sigma) was added to each well. The plates were incubated for an
additional 4 hours and media was then removed. 100uL of 0.0§M HCI (BDH), absolute
Isopropanol (BDH) was added to each well and the resultant s!olubilised formazan was

quantified at 570 nm using a miéroplate reader (Victor® 1420). ‘
Gly63-Ala, a TGF-83 of the invention, had an inhibitory effec:t on MLEC cells over a
concentration range of 0-500pg/mL. As can be seen from Tat:ﬂe 4, Gly63-Ala mutant
protein had an ICs of 34pg/mL compared to *wild type’ TGF-Beta 3 having an ICs of 26

pg/mL. |

|

2.3 Amino acid sequence analysis V
Fifty micro litres of purified ‘wild-type’ and mutant TGF—Beta? ‘3 samples from Section
3.14 were vacuum dried and then re-suspended in 20uL of a s%ﬂution containing 50mM
|
NH.HCO; and 10% (v/v) Acetonitrile. 20pg of sequencing grade Trypsin (Promega) was
re-suspended in 10pL of kit supplied re-suspension buffer (Promega) to give a Trypsin
conceni;ation of 2pg/uLl. This was then diluted into 50mM 50mM NHHCO; and 10%
(v/v) Acetonitrile to give a final trypsin' concentration of 0.2ug/nl. The digestion was
performed ovemnight by the addition of trypsin in a 1:20 (w/w) %atio with ‘wild-type’ and
mutant TGF-Beta 3 proteins .The digestion was quenched by the addition of formic acid
(Fluka) to a final concentration of 0.1% (v/v). The samp{es were then diluted to
Ipmole/uL. The peptides were then analysed by a process ;'of nano-flow RPLC-MS
(Ultimate system, Dionex online to a Q-ToF2, Micromass). The chromatography was
performed on a 75pm C18 column (LC packings) utilising |a 45 min grédient from
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5%(v/v) Acetonitrile to 55%(v/v) Acetonitrile. The MS analysis took the form of data
|

dependent analysis where the instrument measured the m/z of peptide ions eluting from
1

the LC and selecting appropriate jons for MS-MS analysis where collisionally induced

decomposition was employed to fragment peptide ions to rendq sequence information.

|
3 In vivo characterisation of TGF-33s of the invention

The biological effects of re-folded active ‘wild-type’ and mutant TGF-Beta 3 proteins
|
were investigated on incisional and excisional wound healing (3 days post-wounding) and

|

31 Comparison of the effects of wild type TGF-83 and TGF-83s of the invention

scarring (70 days post-wounding) in adult, male rats.

on wound healing

Male rats (Sprague Dawley) are anaesthetized with Halothane and their backs shaved.
Wounding positions were marked using a standard template !with skin marking ink as
shown in Figure 4. Samples were diluted in sterile vebicle: buffer containing 0.25M
Maltose (Sigma), 0.002% (v/v) acetic acid and 0.33% (v:/v) Isopropyl Alcohol to
concentrations described in Table 4. All samples were filter ste:rilised and endotoxin free.
Four rats were used for each treatment group.!00uL of sample jfrom each treatment group
(Table 4) was injected intra-dermally into marked wound posi:tions A and B (except rats
receiving no treatment (naive)) At wound positions A and B p{unch biopsies were made.
All animals were caged separately. After 24 hours the animals|received a second dose of
sample. After 3 days wounds were photographed and analysed using a macroscopic
Visual Analogue Scoring system (modified from Beausang, ]'E et al 1998). Statistical
analysis of the data was performed using Mann Whitney U/S{'udent T tests. A value of
p<0.05 was considered significant. ‘[ |

|

32  Assessment of day 3 incisional wounds treated with wild type TGF-£3 or
|
TGF-83s of the invention on wound healing using a macli-oscopic visual analogue

scale _ |
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Incisional wounds were examined after 3 days using a macroscopic Visual Analogue
|

Scale (VAS). 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:

Treatment with 50ng/100uL or 100ng/100pL of wild-type TGF:Beta 3 decreases the VAS

score (i.e., improves the macroscopic appearance of wounds) !
(naive control). Treatment with the100ng/100pL dose signiﬁcm:]tly improved (p<0.05) the

appearance of wounds compared to no treatment (naive control)! 1.e., accelerated healing.

compared to no treatment

Treatment with 50ng/100pL or 100ng/100uL of the Gly63-Ala mutant decreases the VAS
score compared to no treatment (naive control) and are com;l)arable to wounds treated

with ‘wild-type’ TGF-Beta 3 i.e., did not impair healing.

Treatment with 50ng/100uL or 100ng/100uL of the Gly63-Pro mutant decreases the VAS
score compared to no treatment (naive control) and are com;laarable to wounds treated

with ‘wild-type’ TGF-Beta 3 i.e., did not impair healing. |

3.3  Microscopic Assessment of Wound Width for Day 3 Excisional Wounds
Treated with wild-type and Mutant TGF-Beta 3 proteins
Excisional wound width was assessed microscopically after 3| days All wounds treated

with TGF-Beta 3 ‘wild-type’ and mutant proteins showed comp!arable wound width to the
)

placebo and no treatment (naive) controls, confirming that TGF-Beta 3 mutant proteins

have no adverse effect on healing (Figure 6). '

34  The Effect of ‘Wlld-type’ and Mutant TGF-Beta‘.’i Proteins on Wound
Scarring (Day 70 Wounding). *

Male rats (Sprague Dawley) are anaesthetized with Halothanf:: and their backs shaved.
Wounding positions were marked using a standard template \:;vith skin marking ink as
shown in Figure 7. 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 Table 5. All samples were sterile, endotoxm free, and pyrogen

free. Four rats were used for each treatment group.100uL of sample from each treatment

i
|
r
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group (Table 6) was injected intra-dermally into marked wound p]ositions 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 blade. 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 ef a! 1998). The wounds were excised and placed into 10%
Buffered saline before being processed into a wax block. The v:vax blocks were cut into
5uM serial sections and placed on slides. The slides were stained with Massons
Trichrome and analysed. Statistical analysis of the data was|performed using Mann
Whitney U/Student T tests. A value of p<0.05 was considered significant.

3.5  Assessment of Day 70 Incisional wounds using Macroscopic VAS.
Incisional wounds were examined after 70 days using a macrlbscopic VAS system. A
score of 10 indicates a bad scar and a score of 0 is normal skin ;(Figure 8). VAS analysis

of the day 70 wounds shows that: ‘

‘Wild-type’ TGF-Beta 3 (at 50ng/100puL and 100ng/100pL |doses) reduced scarring
compared to the placebo treated and naive wounds. For both doses this reduction is
statistically significant (p<0.05) compared to the placebo treated iwounds.

|

Gly63-Ala mutant (at 50ng/100pL and 100ng/100uL doses) redéwd scarring compared to

the placebo treated and nafve wounds. For the 50ng/100pL dose this reduction is
statistically significant (p<0.05) compared to the placebo treated wounds.

Gly63-Pro mutant (at 50ng/100uL and 100ng/100uL doses) reduced scarring compared to
the plabebo treated and naive wounds. ;

|

Glul2-Ser mutant (at 50ng/100pL and 100ng/100uL doses) reduced scarring compared to
the placebo treated and naive wounds. For the 50ng/ IOOqu_, dose this reduction is
statistically significant (p<0.05) compared to the placebo treated' wounds.

A
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Double serine mutant (Glul2-Ser & Arg52-Ser) at 50ng/100pL and 100ng/100pL doses

reduced scarring compared to the placebo treated and naive wounds.

3.6 Microscopic assessment of day 70 incisional wounds. |

The macroscopic effects noted using the VAS scoring system were confirmed by
histological analysis. Representaﬁve examples of histological s;lides are shown in Figures
12 and 13. The histological photomicrographs show that addition of TGF-f 3 proteins in
‘accordance with the invention induces a similar improvement to that seen with “wild-
type” TGF-83. The proteins of the invention induce the collage!m fibres within the scar to

have similar morphology and organisation to those in the surrounding normai skin.

4 Conclusions
The flexibility of the alpha helix (between amino acid residues 58-67) impacts on the
formation of functional, correctly re-folded, dimeric TGF-]%eta 3 during re-folding.
Stabilising the alpha helix by substituting Glycine63 with Alanine greatly improves the
re-fold efficiency where as destabilising the alpha helix by sulbstituting Glycine63 with
Proline has the opposite effect. ’
|

Substituting the Glycine 63 with Alanine or Proline does not alter the wound healing
compared to ‘Wild-type’ TGF-Beta 3. '

I
|
|
|

Gly63-Ala and Gly63-Pro reduce scarring compared placellao treated and untreated

wounds. J

, ! |
The formation of the ‘Salt-Bridge’ (between Arg52 and Glu12) does not alter the re-fold

efficiency of TGF-Beta 3. f

Glul2-Ser and double Serine Mutant reduces scarring compared placebo treated and

untreated wounds.
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5. Preferred protocols for the production of monomeric’ or dimeric TGF-33s in

accordance with the present invention.

Preferred conditions for the generation of correctly refolded monomeric TGF-Beta 3s in
|
accordance with the present invention are as follows: a

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

SOmM Taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM GSH, 0.4mM CIiSSG, 0.12mg/mL TGF-
Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C.

IM NDSB-201, 2mM reduced glutathione (GSH), 2mM oxidisl'ed Glutathione (GSSG),
0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C.

0.7M CHES, 2mM reduced glutathione (GSH), 2mM oxidiscl:d Glutathione (GSSG),
0.12mg/ml, TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C. ‘
|

30mM Taurodeoxycholate plus 1M NDSB-221, 2mM reduced éluﬁlﬁone (GSH), 2mM

i
oxidised Glutathione (GSSG), 0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 af 2-8°C.

30mM Taurodeoxycholate plus 0.7M CHES, 2mM reduced glutathione (GSH), 2mM
oxidised Glutathione (GSSG), 0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C.

30mM Taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM GSH, 2mM GSS(:}, 0.12mg/mI. TGF-Beta
3,pH 9.5 at 2-8°C. ’
!
|
In general a TGF-B3 in accordance with the present inventio'n may be folded into a
dimeric, biologically active form by a method comprising 'addmg the solubilized,
unfolded monomeric TGF-33 to a solution containing: ‘

!

e

£
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(1) 2-{(cylcohexylamino)-ethanesulfonic acid (CHES) o:r a functional analogue
thereof; and |
(i) a low molecular weight sulfhydryl/disulfide redox sys‘tem; and
incubating the growth factor in the solution until dimeric bio]o!gically active TGF-£3 is
formed.

Preferred conditions for the generation of correctly refolded dimeric TGF-Beta 3s in

accordance with the present invention are as follows:

0.7M 2-(cylcohexylamino) ethanesulfonic acid (CHES), 2mM reduced glutathione
!
(GSH), 0.4mM oxidised Glutathione (GSSG), 0.12mg/mL TGF-]T%eta 3,pH 9.5 at 2-8°C.

l
!
30mM Taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM GSH, 0.4mM GSSG, 0.12mg/mL TGF-

Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C. I
r

|
30mM Taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM GSH, 2mM GSSG, 0.12mg/mL TGF-Beta
3, pH 9.5 at 2-8°C. | :

PREFERRED EXPERIMENTAL CONDITIONS: l

5.1  VECTOR CLONING AND HOST CELL TRAN, SFOMHON.
The pET-24d vector is derived from pBR322 vector and contains a T7 promoter under
LacUVS5 control and a kanamycin resistant marker gene. | !

DNA encoding TGF-83s of the invention may be digested with 0.75uL of Ncol (New

England Biolabs) and 0.75yL of BamH1 (New England Biolabs) lwith 1 X BamH1 Buffer -

(New England Biolabs) in a 15uL reaction (Nuclease Free Water,’ Novagen) at 37°C for 4
hours. One microliter of pET-24d plasmid (Novagen) may be digested in the same manner.
The digested cDNA and the large plasmid fragment are agarose gel purified and recovered
using the SpinPrep Gel DNA extraction kit (Novagen).

&
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The purified cDNA and plasmid fragments are ligated using T4 ligase kit (Novagen). The
ligated cDNA /plasmid is transformed into HMS174 (DE3) (Novagen HMS174 (DE3)
transformation kit). The transformants were selected by plating on Luria broth (LB) agar
plates containing 50pg/ml. kanamycin (Invitrogen). Suitable jclones are selected for
restriction digest and/or expression. i

!
52 Clone Screening for Product Expression
Clones are grown in shake flask cultures of half strength “Terrific Broth® (6g/L phytone
peptone (Becton Dickinson), 12g/L yeast extract (Becton Dicld;tlson), 2g/L. glycerol (JT
Baker), 1.16g/L potassium phosphate monobasic (JT Baker), 6.25:g/L potassium phosphate
dibasic (JT Baker), QS to 1 Litre with distilled water) and inducea!d in exponential phase at
ODgqp between 0.65 and 0.85 with 1mM isopropyl beta—D—thiogJalactopyranoside JdPTG).
Post—induction samples are taken 3 hours after the addition of IPTCli and analysed by sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ffor product induction and
expression. Samples from suitable clones run on NuPAGE® l\lTovex 12% Bis-Tris Gel,
1.0mm (Invitrogen) for approximately 40-50 minutes at 120milli]Amps gnd 200 Volts and
then stained with Coomassie Blue. Expression of TGF-83s in accordance with the invention
may thus be induced in these cultures,

53 Frozen Cell stock I
Clones are grown in shake flasks in half strength Terrific Broth to e!m ODgg 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 contained 0.3mL of gly[cerol) and then stored at -
70°C. | l

l

54  Sequence Confirmation of TGF-Beta 3 Gene. I _
Samples of cultures used for frozen cell stocks are taken before th'c addition of glycerol and
used for plasmid isolation using a Qiagen MiniPrep Kit. The isol%alcd plasmid is 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).:

|

£
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5.5  Seed Culture. _
A selected suitable clone is inoculated into a 2 Litre baffled Erlenmeyer flask, containing
500mL of HySoy medium (12g/L. Hy-Soy (Quest International), Zlﬁg/L yeast extract(Becton
Dickinson), 10g/L NacCl (Sigma) and 10g/L glycerol(Sigma) and' 50pg/mL of kanamycin.
The flask is incubated with shaking at 37°C and 200rpm and|sampled periodically to
measure ODssp. When the OD of the culture reaches 3.21 U/mL (after 7 hours) the cell broth
is used to seed a 150L fermenter (100 L working volume).

5.6  Fermentation
Nine hundred millilitres of cell broth (from Section 3.6) is usiad to inoculate a 150 L
fermenter (WHE) containing 90 L of Batch Culture Media (0 6g/L K;HPO,, 0.4g/L
KHHPO,, 1.25g/L NH4SO4, 12g/L HY-Soy, 24g/L yeast extract and 10g/L glycerol). The
fermentation operating parameters are controlled as follows: temperature set point, 37°C; pH
set point, 7.0 (maintained using 4N ammonium hydroxide and 4:N phosphoric acid), and;
dissolved oxygen (DO) initially calibrated to 100%. The vessel hea:d pressure was 7 psi, and
the agitation and airflow were 200-400rpm with one volume of a%.r per volume of medium
per minute (vvm or slpm), respectively. DO is maintained above 20% by adjusting the
fermentation set point parameters in the following priority: Ag[taﬁc;n (max 400rpm), aeration
(max 1.5 vvm), oxygen supplementation (max 33.3 Ipm), and backpressure (max 12 psi).
Foaming was controlled with Pluronic L-61 (25% v/v). When the OD of the culture reaches
10U/mL a glycerol feed (50% v/v) is initiated at a flowrate of 45m /min. When OD reaches
40 U/mL, the cells are induced with the addition of IPTG to O. 2mM final concentration.

5.7  Harvest
After 4 hours post-induction, the fermenter is chilled to 10°JC and the airflow and
agitation are reduced to 0.3vvm and 100rpm respectively. Foam and pH controls are
terminated and backpressure is adjusted to 3psi. The culture is harvested by continuous
cenirifugation with a Westfalia CSA 8 continuous centrifuge at' 10°C. The centrifuge is
operated at 15,000 rpm and a flow rate of 3 litres per min and cellt slurries collected.
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5.8  Cell Lysis and IB Recovery '

The fermentation cell paste (from Section 5.7) is diluted 1:5 vs;ith Lysis Buffer (6.1g/L
‘TrizmaBase(Tris), 3.7g/L ethylenediaminetetraacetic acid(EDT|A), 58.44g/L. NaCl and
10g/L Triton X-100, pH 8.0) and re-suspended using a hand he:ld homogenizer. The re-
suspended cell paste is passed twice through a high-pressure hbmogem’zer (parameters:
pressure, 10,000 psig; flow rate, 450mL/min; and temperature, I15°C). The homogenised
cell lysate is then centrifuged (bucket centrifuge, ﬁxcd-a.ngle‘rotor) at  5,000xg for
20minutes at 4°C. The supernatant is discarded leaving insoluble: (inclusion bodies) TGF-
B 3. The iﬁclusion body (IB) pellet is re-suspended in Wash :Buffer (6.1g/L Tris and
3.72¢/L EDTA, pH 8.0) using a hand held homogenizer and centrifuged (5,000 x g for 20
minutes at 4°C),

|
|

5.9 Inclusion Body Solubilization |

The sediment from Section 5.8 is diluted 1:10 with Solubi]izailion Buﬂ'_er (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 is covered and left stirr'l'.ng for 60-75 minutes, at
room temperature to solubilize the inclusion bodies and reduce TGF-8 3 to its monomeric
form. The pH of the re-suspended pellet is adjusted to pH 9.4—9.{6 with NaOH/acetic acid

before incubation for a second time for 60-75 minutes. l

5.10 Clarification/Ultrafiltration and Diafiltration l

Solubilized material from Section 5.9 is clarified, concentratLd and dia-filtered in a
Tangential Flow Filtration (TFF) system (Millipore). Initial clarification and
concentration is achieved with a pre-conditioned clarification T!FF membrane (Millipore
Pellicon 1000kDa, regenerated cellulose, screen V). The clariﬁec:i TGF-B 3 is collected in
the permeate. Switching to a Ultrafiltration/Diafiltration (UF/DF) membrane (Millipore
Pellicon 5kDa, regenerated cellulose, screen C), the TGF-8 i3 1s then washed in 6
diavolumes of Solubilisation Buffer (6.1g/L Tris, 15.4g/L DTf and 360.4g/L urea, pH
9.5).
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3.11 Ultrafiltration/ Hydrophobic Interaction Chromatography.
: 1
The selected refolding solution is concentrated 5 fold by ultrafiltration (the membrane

may be a flat-sheet Millipore Pellicon 5kDa, 0.1m2, Regenerated Cellulose, screen). The
pH of the concentrated re-fold material is then adjusted to a pH: of 2.5-2.8 using glacial
acetic acid before being diluted 1:1 in Dilution Buffer (2.72g/L sodium 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 Height) is equilibrated with
four column volumes of Buffer A (2.72g/L sodium acetate, 132.$4g/L ammonium sulfate
- and 100g/L acetic acid pH 3.3). The refold material is filtered thxiough 0.22uM membrane
(Millipore Millipak filter) before being loaded onto the Butyl SeI:Jharose column at a flow
rate of 100cm/hr (this flow rate was used throughout procedu}e). The column is then
washed in Buffer A for four-column volumes. The TGF-Beta 3 p!roteins are eluted off the
column using Buffer B (2.72g/L sodium acetate, 100g/L acetic acid and 300g/L ethano}
pH 3.3). The first peak, which contains TGF-§ 3 proteins in both monomeric and dimeric

. forms, is pooled, prior to separation of the monomeric and dimeric proteins.

o
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Sequence Information

TGF-8 3 (Sequence ID No. 1)
ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGYYANF&SGPCPYLRSADT
THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVE%LSNMVVKSCKCS

4 N

Mutant TGF-8 3 “Gly63-Ala” (Sequence ID No. 3) }
ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGYYANFCSGPCPYLRSADT
THSTVLELYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEdLSNMVVKSCKCS

|

Mutant TGF-8 3 “Gly63-Pro” (Sequence ID No. 5) !
ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGYYANFdSGPCPYLRSADT
THSTVLELYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS

Mautant TGF-8 3 “Glul2-Ser” (Sequence ID No. 7)
ALDTNYCFRNLgENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGYYANFQSGPCPYLRSADT
THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEdLSNMVVKSCKCS

|
|

Mutant TGF-8 3 “Arg52-Ser” (Sequence ID No. 9) |
ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGYYANFdSGPCPYL§SADT

THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS
' |

|
Mutant TGF-8 3 “Glul2-Ser/Arg52-Ser” (Sequence ID No. 11)

|
ALDTNYCFRNLgENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGYYANFCSGPCPYL§SADT

THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPRKVEQLSNMVVKSCKCS

Sequence ID No. 2 —- DNA encoding wild-type human TGF-83| .

GCT TTG GAC ACC AART 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 GTG AAC CCT GAA GCA
ICT GCC TCG CCT TGC TGC GTG CCC CAG GAC CTG GAG CCC CTG ACC ATC CTG TAC
TAT GTT GGG AGG ACC CCC ABA GTG GAG CAG CTC TCC AAC ATG GTG GTG AAG TCT
TGT ARA TGT AGC :

Sequence ID No. 4 —- DNA encoding Gly63-Ala mutant
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GCT
cCC
ARG
GAC
TCT
TAT
TGT

TTG
cTC
GGC
ACA
elole
GTT
AAA

GAC
TAC
TAC
ACC
TCG
GGG
TGT

ACC
ATT
TAT
CRC
CCT
AGG
AGC

AAT
GAC
GCC
AGC
TGC
ACC

TAC
TTC
ARC
ACG
TGC
ccc

TGC
CGA
TTC

TTC
CAG
TGC

GTG CTG

GTG
AAL

CcCcC
GTG

75

CGC AAC
GAT CTG
TCA GGC
GCA CTG
CAG GAC
GAG CAG

TG
GGC
CCT
TAC
CTG
CIC

GAG
TGG
TGC
AAC
GAG
TCC

Sequence ID No. 6 - DNA enceding Gly63-Pro mutant

GCT
ccc
ARG
GAC
TCT
TAT
TGT

TTG
cTC
GGC
ACA
GCC
GTT
ADRA

GAC
TAC
TAC
ACC
TCG
GGG
TGT

ACC
ATT
TAT
CAC
CCT
AGG
AGC

AAT
GAC

TAC
TTC

GCC AAC

AGC
TGC
ACC

ACG
TGC
CCceC

TGC
CGA
TTC
GTG
GTG
ARBA

TTC
CAG
TGC
CTG
ccc
GTG

CGC AAC
GAT CTG
TCA GGC
CCA CTG
CAG GAC
GAG CAG

TTG
GGC
CcCT
TAC
CTG
CTC

GAG
TGG
TGC
ARC
GAG
TCC

Sequence ID No. 8 — DNA encoding Glal2-Ser mutant

GCT
ccc

TAT
TGT

TTG
cTC
GGC
ACh
GCC
GTT
RAD

GAC
TRC
TAC
ACC
TCG
GGG
TGT

ACC
ATT
TAT
CaC
CCT
BAGG
BGC

AAT
GAC
GCC
AGC
TGC
ACC

TAC
TTC
ARC
ACG
TGC
Cccc

TGC
CGhA
TTC
GTG
GTG
AAR

TTC
CAG
TGC
CTG
CcCcc
GTG

CGC ARC
GAT CTG
TCA GGC
GGA CTG
CAG GAC
GAG CAG

TG
GGC
CCT
TAC
CTG
CTC

Ice
TGG
TGC
BAC
GAG
TCC

Sequence ID No. 10 — DNA encoding Arg52-Ser mutant

GCT
ccc
ARG
GAC
TCT
TAT
TGT

TTG
CcTC
GGC
ACA
GCC
GTT
ARAR

GAC
TAC
TAC
ACC
TCG
GGG
TGT

ACC
ATT
TAT
CaC
CCcT
AGG
AGC

AAT
GAC
GCC
AGC
TGC
ACC

TAC
TTC
AAC
ACG
TGC
ccC

TGC
CGA

TTC
CAG

TTC TIGC

GTG
GTG
ARA

CTG
ccC
GTG

CGC BRAC
GAT CTG
TCA GGC
GGA CTG
CAG GAC
GAG CAG

TTG
GGC
CCT
TAC
CTG
CTC

GAG
TGG
TGC
AARC
GAG
TCC

GAG
ARG
CCA
ACT
Cce
AAC

GAG
ARG
CCA
ACT
ccc
AAC

GAG
ARG
Ccca
ACT
ccce
AAC

GAG
AAG
Cca
ACT
ccC
AAC

PCT/GB2007/000833

TGC
GTC
CTC
AAC
ACC
GTG

TGC
GTC
CTC
ARC
ACC
GTG

TGC
GTC
CTC
BAAC
RCC
GTG

TGC
GTC
CTC
AAC
ACC
GTG

Sequence ID No. 12 — DNA encoding Glu12-Ser/Arg52-Ser mutant

GCT
cce

TTG
CcTC
GGC
LCA
GCC
GTT
ARA

GAC
TAC
TAC
ACC
TCG
GGG
TGT

ACC
ATT
TAT
CAC
CCT
AGG
AGC

AAT
GAC
GCC
AGC
TGC
ACC

TAC
TTC
AAC
BCG
TGC
ccc

TGC
CGA
TTC
GTG
GTG
RAR

TTC
CAG
TGC
CTG
cce
GTG

CGC AAC
GAT CTG
TCA GGC
GGA CTG
CAG GAC
GAG CAG

TIG
GGC
ccT

TAC’

CIG
CTC

TCG

TGG
TGC
ARC
GAG
TCC

GAG
AAG
Cca
ACT|CTG
CCC|CTG
AAC| ATG

1

!
|

ARC
TGG
TAC

TGC
GTC
CTC
AAC
ACC
GTG

TGT
CAT
CGC
CCT
ATC
GTG

TGT
CAT
cGC
CCT
ATC
GTG

TGT
CAT
CGC
cCcT
ATC
GTG

TGT
CAT
AGC
CCT
ATC
GTG

TGT
CAT
AGC
CCT
ATC
GTG

GTG

AGT

CTG

GTG
GAA
AGT
GAA
CTG
AAG

GTG

AGT

CTG

GTG
GhAA
AGT
GRA
CIG
ARG

olele
CCT
GCA
GCA
TAC
TCT

cGC
CcCr
GCA
GCA
TAC
TCT

CGC
CCT
GCA
GCA
TAC
TCT

CGC
ccT
GCA
GCA
TAC
TCT

GTG CGC
GAA CCT
AGT GCA
GAA GCA
CTG TAC
AAG TCT
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Table 2
Mutant Nemenclature Amino Acid Substitution Effect on Structure
Gly63-Ala Glycine 63 replaced with Stabilises Alpha Helix
Alanine !
Gly63-Pro Glycine 63 replaced with Destabilises Alpha Helix
Proline f
Glul2-Ser Glutamic acid 12 replaced with | Prevents Salt Bridge Formation
Serine
Arg52-Ser Arginine 52 replaced with Prevents Salt Bridge Formation
Serine |
Glul2-Ser and Arg52-Ser Double substitution in which Prevents Salt Bridge Formation
Glutamic acid 12 is replaced
with Serine and Arginioe 52 is ;
also replaced with Serine i
]
Table 3

Re-folding Efficiency of wild-type TGF-83 and TGF-83s of the iﬂvention.

Percentage of Correctly

TGF-Beta 3 Mutant
folded Dimer

Gly63-Ala 50 I
‘Wild-Type’ 20 |
TGF-Beta 3 | }
Gly63-Pro 1 |
Glul2-Ser 20 |
Glul2-Ser &Arg52- |20 |
Ser |
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Table 4

Biological Activity of Wild-Type TGF-£3 and Gly63-Ala (a TGF-83 Protein of the
invention) Assessed by Cell Growth inhibition Assay

Protein ICs

‘Wild-Type’ TGF-Beta | 26pg/mL

3
Gly63-Ala 34pg/mL ;
Table 5. Wound site treatment. '
|
Group | Treatment/sample Concentration (ng/100uL)
A ‘Wild-type’ TGF-Beta 3 50 |
B ‘Wild-type’ TGF-Beta 3 100 |
C Gly63-Ala 50 !
D Gly63-Ala 100 |
E Gly63-Pro 50 |
F Gly63-Pro 100 |
G 0.25 M Maltose (Placebo NA |
Control) |
H No treatment (Naive control) | N/A |
)
Table 6. Wound site treatment. ’
I
Group | Treatment/sample Concentration (ng/100u1.)
A ‘Wild-type’ TGF-Beta 3 50 !
B ‘Wild-type’ TGF-Beta 3 100 f
C Gly63-Ala 50 [
D Gly63-Ala 100 |
E Gly63-Pro 50 .’
F Gly63-Pro 100 i
G Glul2-Ser 50 :
H Glul2-Ser 100 '
I Glul2-Ser& Arg52-Ser 50
J Glul2-Ser& Arg52-Ser 100
K 0.25 M Maltose (Placebo N/A
L Naive ' N/A

i
|
|
{‘ |
|
l
|
1
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CLAIMS
1. A TGF-83, or a fragment or derivative thereof, wherein |the alpha-helix-forming

domain between amino acid residues 58 and 67 of full-length wild type TGF-G3
comprises at least one alpha-helix-stabilising substitution.

2. A TGF-03, or fragment or derivative thereof, according to claim 1, wherein the
glycine residue at position 63 of full-length wild type TGF-83 is‘replaced with an alpha-
helix-stabilising amino acid residue. l

3. A TGF-£3, or fragment or derivative thereof, accordin!g to claim or claim 2,
wherein the alpha-helix-stabilising substitution comprises m&oducﬁon of a residue
selected from the group comsisting of Alanine, Serine, Thre(lnine, Valine, Leucine,
Isoleucine; Methionine and Phenylalanine. ;
{
|

4. A TGF-83, or a fragment or derivative thereof, acconiing! to claim 3, wherein the
Glycine residue at position 63 of full-length wild type TGF-83 is r:eplaced with alanine.

5. A TGF-83 according to claim 4 comprising Sequence ID iNo. 3, or a fragment or
|

derivative thereof. i

6. A TGF-B3, or a fragment or derivative thereof, accordjngrto any preceding claim,
which done not comprise a substitution of the Valine residue at position 61 of full-length
wild type TGF-B3. '

7. A TGF-f33, or a fragment or derivative thereof, wherein: the Glycine residue at

position 63 of full-length wild type TGF-33 is replaced with Prolirile.
|

|
8. A TGF-£3 according to claim 7 comprising Sequence IDfNo. 5, or a fragment or

derivative thereof, '

i
!
|
i
!
|
|
|
i
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|
9. A TGF-83, or a fragment or derivative thereof, comprising a substitution of the
Glutamic acid residue at position 12 of full-length wild type TGF-83 and/or the Arginine
residue at position 52 of full-length wild type TGF-43.

10. A TGF-f3, or a fragment or derivative thereof, acc:ordingl to claim 9, wherein the
substitution, or substitutions, is with an amino acid residue slelected from the group
consisting of: Serine; Alanine; Threonine; Valine; Isoleucine; Methionine; Phenylalanine;

and Leucine.

11. A TGF-33, or a fragment or derivative thereof, according to claim 9 or claim 10,
|

wherein the Glutamic acid residue at position 12 of full-length wild type TGF-83 is

substituted by Serine

|
12. A TGF-83, or a fragment or derivative thereof, according to any one of claims 9 to

11, wherein the Arginine residue at position 52 of full-length wild type' TGF-83 is.

substituted by Serine. ’
, | d |
13. A TGF-83 selected from the group consisting of Sequenice ID. No. 7, Sequence
ID. No. 9 and Sequence ID. No. 11, or a fragment or derivative thereof.

14. A monomeric TGF-83, or a fragment or derivative thereof, according to any one

of claims 1 to 13.

15. A dimeric TGF-33, or a fragment or derivative thereof, according to any one of

claims | to 13.

16. The use of a TGF-833, or TGF-33 fragment, or a TGF-B3 lderivative, according to
|
|

17.  The use of a TGF-{33, or fragment or derivative thereof, aclcording to any of claims

any preceding claim as a medicament.

1 to 15 in the preparation of a medicament for use in the acceler'ation of wound healing

and/or the prevention, reduction or inhibition of scarring.

Q@
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18.  The use of a TGF-@3, or fragment or derivative thereof, according to any of claims
1 to 15 in the preparation of a medicament for use in the promotion of epithelial

regeneration.

1

19.  The use according to claim 17 or claim 18, wherein the medicament is for use in

the skin.

20.  The use according to claim 17 or claim 18, wherein the medicament is for use in

the eye.

21. The use of a TGF-83, or fragment or derivative thereof, according to any of claims
1 to 15 in the preparation of a medicament for use in the prevention and/or treatment of
fibrotic disorders.

22.  The use according to claim 22, wherein the fibrotic disorder is selected from the
group consisting of lung fibrosis, liver fibrosis, scleroderma, skin fibrosis, muscle
fibrosis, radiation fibrosis, kidney fibrosis, proliferative viireo'retinopathy and uterine

fibrosis.

23.  The use of a TGF-g3, or a fragment or derivative thereof,laccording to any one of
claims 1 to 15 in the preparation of a medicament for the treatment of angiogenic
disorders, restenosis, adhesions, endometriosis, ischemic disease, 'oral mucositis and renal

disease.

24.  The use of a TGF-g3, or a fragment or derivative thereof, |according to any one of

claims 1 to 15 in the preparation of a medicament for use in t1'.he induction bone and
cartilage, or in in vitro fertilisation. "

i
1

25.  Anucleic acid encoding a TGF-83, or fragment or derivative thereof, according to

any one of claims 1 to 15.
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26. A method of accelerating wound healing, and/or preventing reducing or inhibiting
scarﬁng, the method comprising providing a therapeutically effect'ive amount of a TGF-
B3, or a fragment or derivative thereof, as described in any of claims 1 to 13, to a patient
in need thereof. _ '

|
27. A method of preventing and/or treating a fibrotic disorder, the method comprising
providing a therapeutically effective amount of a TGF-B3, or a fragment or derivative
thereof, as described in any of claims 1 to 13, to a patient in need of such prevention

and/or treatment..
F

28. A method according to claim 26 or claim 27, wherein the TGF-B3, or fragment or

derivative thereof, is provided to the skin of the patient. |

|
|
29. A method according to claim 26 or claim 27, wherein the TGF-B3, or fragment or

derivative thereof, is provided to the eye of the patient. ;

@
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Figure 1. Chromatogram of TGF-Beta 3 ‘Wild-Type' on a Phenyl-
Sepharose Column
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Figure 2. Chromatogram of TGF-Beta 3 'Wild-Type’ Monomer and
Dimer on UNO-S1 Column.
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Figure 3. Comparison of TGF-Beta 3 Mutant Proteins and ‘Wild-
Type’ TGF-Beta 3 by SDS-PAGE (Coomassie Blue

stained)
Track [Sample Concentration loaded p"er
track i
1 ' | TGF-Beta 3 ‘Wild- 3ug
Type’
2 |Gly63-Ala Sug*
3  |Gly63-Pro ug*
4  (Invitrogen Mark 12 10ul
molecular weight
standards

* The buffer exchange of Gly63-Ala and Gly63-Pro mutant proteins resulted in

some sample loss therefore the actual concentration added to

the gel will be less

than the 3ug stated. :
Non-Reduced Reduced 1
1 2 3 0t 4 4

2 3

|romii®— 2125 kDa

N
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Figure 5, Day 3 Average Macroscore for Incisiona{l wounds (A and
B) treated with TGF-Beta 3 Wild-type’ and Mutant

proteins.

Vas Score
[4)]

Treatment

El"WIld-Type' TGF-Beta 3
(50ng/1004l)
O 'Wild-Type' TGF-Beta 3

.(1 00ng/100pt)
B GlyB3-Ala(50ng/100ul)
GIy§3-Ala(100ng/100pl)
R GIyB3-Pro (50ng/100u)
0 Gly63-Pro (100ng/100ul)
0.25M Maltose (Placebo)

l

B Naive

* Significantly increased healing compared to naive wounds (p<0.05).

/
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Day 3 Microscopic Average Wound Width for Excisional
wounds (C and D) Treated with ‘Wild-type’ and Mutant

TGF-Beta 3 proteins.

Figure 6.
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Figure 8. Day 70 Average Macroscore for Incisional wounds (A
and B) treated with ‘Wild-type’ and Mutant TGF-Beta 3
proteins.
10.00 -
0 ‘Wild-Type' TGF-Beta 3
9.00 - (50ng/100u)
8.00 - B "Wild-Type' TGF-Beta 3
{(100ng/100p1)
7.00
2 Glye3-Ala{50ngH 00ul)
@ 6.00 -
[=)]
S o0 @ Glys3-Ala(100ng/100p))
[72]
£ 400 8 Gly63-Pro (50ng/100pl)
3.00 4
A Gly83-Pro (100ng/10041)
2.00 ;
1.00 4 dozm Maltose (Placeba)
0.00 BNaive
Treatment |

+ Significantly decreased scarring compared to placebo treated wounds (p<0.05)
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nguré 9. Representative Macroscopic Scar Images (70 days Post
wounding)

‘Wild-Type' TGF-Beta 3 ‘Wild-Type’ TGF-Beta 3
(50ngl1 00uL)

(1 00ng{100,uL)
|

Gly63-Ala TGF-Beta 3 Gly63-Ala TG!F-Beta 3
(50ng/100x:L) (100ng/10041L)
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Figure 9. Representative Macroscopic Scar Images (70 days Post

wounding) Cont'd

Gly63-Pro
(50ng/100xL)

Placebo (0.25M
Maltose)

Gly63-Pro
(1lf)Ongl100pL)
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Figure 10. Day 70 Average Macroscore for Incisional wounds (A and
B) treated with ‘Wild-type’ and Mutant TGF-Beta 3 proteins.

Mean VAS score

Treatment

D Glu12-Ser (50ng/10041)

Glu12-Ser; (100ng/100pl)

O GIu12~Ser| and Arg52-
Ser(smgliwopl)

Glu1 2—Ser; and Arg52-
Ser(100ng/100ul)

f
B Wild-type) TGF-Beta 3
(50ng/100p1)

m 0.25M Maltose (Placebo)
|

|
Naive

+ Significantly decreased scarring compared to placebo treated wounds (p<|0.05)

1
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Figureﬁ. Representative Macroscopic Scar Images (70 days Post
wounding) :

Glul2-Ser (50ng/1004L) Glu12-Ser (100ng/1004L)
J

Glul2-Ser & Arg52-Ser GlulZ-Seri& Arg52-Ser
(50ng/100xL) (100ng/100xL)
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Figure 11. Representative Macroscopic Scar Images (70 days Post
wounding) Cont'd ‘

Wild-Type TGF-Beta 3(50ng/100pL) Placebo (0.25M Maltose) Control

Naive (Control)

———
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Figure 12. Representative Microscopic Scar Images of Wounds
Treated with ‘Wild-type’ TGF-Beta 3,/ Gly63-Pro and
Gly63-Ala Mutant Proteins (70 days Post-Wounding).
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Figure 12. Representative Microscopic Scar Images of Wounds
Treated with ‘Wild-type’ TGF-Beta 3,? Gly63-Pro and
Gly63-Ala Mutant Proteins (70 days Post-Wounding)
Cont'd.

Gly63-Pro (50mg/100pL) Gly63-Pro (100ng/100uL)

=  Epidermis
ND= Normal Dermis
S= Scar
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Figure 13. Representative Microscopic Scar Images of Wounds

Treated with Glu12-Ser and Doublel Serine mutant
(Glu12-Ser and Arg 52-Ser) after 70 days Post-
Wounding).

) |
Naive Control Placebo (0.25M Maltose)

)
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Figure 13. Representative Microscopic Scar Imag'es of Wounds
Treated with Glu12-Ser and Double Serine mutant
(Glu12-Ser and Arg 52-Ser) after 70 days Post-
Wounding) Cont'd [
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Titulo: PROTE{NAS, ACIDOS NUCLEICOS Y MEDICAMENTOS

Resumen: La invencién proporciona TGF-TGF-B3, o
. fragmentos o derivados de este, en donJe el dominio
formador de alfa-hélice entre los residuos de aminoacidos
(58) y (67) de TGF-BP3 de tipo salvaje] de longitud
completa comprende al menos una sustitucién para
estabilizar la alfa hélice.

La invencidén también proporciona los TGF-33, o]

|
f
i
O
|
d

glicina de la posicién (63) de los TGF-(3 de tipo salvaje

fragmentos o¢ derivados de este, en donde el residuo
de longitud completa esté réemplazado con prolina. AQn
otra invencién proporciona lcs TGF-B3, oi fragmentos o
derivados de este, gue comprende una sustitucién del
residuo de Acido glutdmico de la posicidén (12) del TCF-p3
de tipo salvaje de longitud completa y/o|el residuo de
arginina de la posicidon (52) del de TGF-33 de tipo
salvaje de longitud completa. La iﬁvehcién también
proporciona medicamentos y metodos de tratamiento

mediante dichos de TGF-B3.




PROTEINAS, ACIDOS NUCLEICOS Y MEDICAMENTO!S

La presentelinvencién a proteinas deriva&as de TGF-B3,
a fragmentos bioldégicamente activos de dichas proteinas,
y también a dichos &cidecs nucleicos que co?ifican dichas
proteinas. La invencidn también proporcion% derivados de
dicha proteinas o fragmentos biolégicamenée activos. La
invencién ademés proporciona medicamentos gue comprenden
las proteinas, fragmentos, derivadocs de acidos nucleicos

de la invencién, asi como métodos de tratamiento que
l

utilizan las proteinas, fragmentos, derivados o acidos
nucleicos.

La superfamilia del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-p) de los factores |[de crecimiento
estd involucrada en la regulacidn de muchos procesos
celulares que incluye proliferacién( migracién,
apoptosis, adhesién, diferenciacidn, inflaﬁacién, inmuno-—
supresidén y expresién de proteinas extraceﬂulares.

Existen tres iscformas de mamiferés de TGF-R,
denominadas TGF-{$1, TGF-Bp vy TGF-B3. ﬂas TGF-$ son
producidas précticamente por todos los tipos celulares
gque incluyen células de tejido epiteliah, endotelial,
hematopoyético, neuronal, y conectivo.

Los  TGF-p tiénen utilidad en muchos contextos
terapéuticos diferentes vy la iscoformun TGF-$3 en
particular tiene muchos ﬁsos terapéuticos ventajosos.
Como resultado del potencial terapéutico{de los TGF-B3
" existe mucho interés en la sus‘ aplicaciones
farmacéuticas. La secuencia de‘aminoécidog de TGF-B3 de
tipo salvaje de longitud completa se ;expone en la
Secuencia ID No. 1, y el ADNc que codificaleste TGF-B3 se

expone en la Secuencia ID No. 2.




TGF-B3 es conocidos por cumplir una funcidn crucial en

la regulacidén de la respuesta de curacidén de heridas. La

F

actividad de TGF-B3 puede influir la tasa de curacién de

heridas asi como el grado de formacidn de (cicatrices que

ocurre como resultado de la curaciédn. |

TGF-33 también se puede usar en el traéamiento de los

trastornos fibroéoticos, fibrosis pulmo?ar, cirrosis
hepéatica, escleroderma, trastornos de | angiogénesis,
restencsis, adhesiones, endometriosis; enfermedad

isquémica, induccién de cartilago vy huesow fertilizacidn
in vitro, mucositis oral, enfermedad renal, prevencién,
reduccidén o inhibicidn de formacidén de cicatrices, mejora
de la reconexidén neuronal en el sistema nervioso
periférico y central, prevencidn, reducciﬂn o inhibicidn
de complicaciones de la cirugia ocular (tal como cirugia
LASIK ¢ PRK) o formacién de cicatrices en el fondo de ojo
(tal como la formacidén de cicatrices | asociada con
vitreorretinopatia proliferativa). |

Los usos terapéuticos en los que se usun TGF-fB3 por si
mismo han establecido una bien reccnocida necesidad de
fuentes de proteinas TGF—BB biolégicament% activas, y se
han realizado numeroscs intentos para #producir esta
valiosa proteina por métodos recombinanteé. Sin embargo,

los procesos existentes para 1la produc%ién de TGF-{3

1

estan muy limitados debido a la necesidad

de replegar la
proteina del complejo con el fin de obaener‘ moléculas
biolégicamente activas. I

Los TGF-{ exlisten naturalmente cho proteinas
homodiméricas compuestas . de 112 sébunidades de
aminoacidos. Cada uno de estas subunidgdes de TGF-33
contiene un dominico formador de alfa hé#ice entre los

7v0

residuos 58" y 6 del fragmento del ﬁéptido activo.

Ademas de la alfa hélice entre los residuos 58 y 67, cada

1
l
|
|



subunidad de TGF-p3 también contiene numerosos uniones
entre intra-subunidades que incluye puentes salinos vy
enlaces disulfurocas.

El TGF-B3 se secreta como moléculas precursoras
inactivas latentes de 100 kDa (LTGF-B3){. La molécula
LTGF-f3 consiste en:

i) péptide seflal dimérico de C-terminal de 25 kDa
{fragmento activo) vy

ii) ©péptido asociado latente (LAP).

LTGF-pP3 se activa por la disociacidén de LAP del
fragmento activo. La escisidn de LTGF—B% puede estar
mediada por las endopeptidasas tales | como furina,
plasmina, trombina y la acidificacién! del especio
pericelular. El fragmento dimérico activo de TGF-833

liberado se estabiliza por interacciones| hidrofébicas,

que ademas estén reforzadas por un puente disulfuro entre
las subunidades. Ademas cada nmnéhero coﬁprende varias
cadenas beta extendidas entrelazadas pcer | tres o cuatro
enlaces intra-disulfuro y forma una estrqctura apretada
conocida como "nudc de cisteina”. '

Debido a la complejidad de Llas molééulas de TGF—BB

bioldégicamente activas (que son como | se describid
anteriormente, proteinas homodiméricas con 8 enlaces
disulfuro intracatenarios y un enlace disulfurc entre
cadenas), ellas se expresaron originalment% en organismos
eucaridticos. Sin embargo, debido a 16s niveles de
expresidén de expresidn relativamente bajos que se pueden
obtener en 1los sistemas de expresién euéariéticosm, en
combinacién con los altos costos de dich&s procescs, se
investigo el uso de huéspedes microbiancs| con el fin de

intentar mejorar la eficiencia comercial dF la produccién

de TGF-B3.




La desventaja de usar huésped microbianos tales como
E.coli para expresar moléculas recombinanées, tales como
TGF-pB3, qgue contiene miltiples enlaces dilsulfuro es que
las proteinas producidas normalmente; se pliegan
incorrectamente vy con frecuencia forman cuerpos de
inclusién. Estos cuerpos de inclusidén | requieren la
solubilizacidén seguida por la renaturqlizacién para
permitir que la proteina se repliegue en éu conformacién

nativa biclbégicamente activa. Para renaturalizar

efectivamente el homodimero de TGF-B3,] se necesita

regenerar los enlaces disulfuro covaientes en la
orientacidédn correcta. La probabilidad %de formar el
homodimero de TGF-33 correcto a partir del proceso de
formacién de enlaces disulfuro aleatorio% es baja dado
gque existen nueve puentes disulfuro Eque permiten
34.459.245 combinaciones posibles de enl%ces disulfuro.
En consecuencia no sorprende gue el repleg%miento de TGF-
3 producido en forma recombinante éuede impactar
gravemente en su fabricacidn, va que esté replegamiento
puede llevar hasta 144 horas, y normalme#te se obtiene
solo eficiencias de replegamiento en la regidén del 20%.
Es un objetivo de la presente invedcién obviar a
|

aliviar al menos algunos de los problemaq asoclados con

el arte previo. Es un objetivo de la de c%ertos aspectos
de la presente invencién proporcionar TGF-B3 (o
fragmentcs o© derivados de este) quel tienen mejor
eficiencia de replegamiento en comparaciéJ con el TGF-B3
de tipo salvaje. Es otro objetivo de cier%os aspectos de
la presente invencidn proporcionar agentes: diferentes que
los TGF-B3 de tipo salvaje gque tengan actividad de TGF-
B3. Dichos agentes pueden proporcionar alternativas

?
|
l
|

valiosas los TGF-f33 naturales.



En un primer aspecto de la pres%nte invencién
proporciona un TGF-$3, o un fragmento o de%ivado de este,
en donde el dominio formador de doble hélice entre los
residuos de aminoacidos 58 y 67 del TFF—BB de tipo
salvaje de longitud completa comprende [ al menos una
sustitucidn para estabilizar la alfa hélice. La invenciédn
también proporciona un Acido nucleico gque codifica un
TGF-B3, o fragmento o derivado de este, de|acuerdo con el

primer aspecto de la invencidn.

Los inventores han hallado en forma scrprendente que

los nuevos TGF-B3 descriptos en el primer| aspecto de la
invencién comparten la misma actividad bicldgica que TGF-
B3 natural, vy mejor eficiencia de replegamiento en
comparacién con el TGF-B3 tipo salvaje. Esta eficiencia
de replegamiento aumentada constituye uAa destacada e

importante ventaja ya que simiplifica las |condiciones de

replegamiento gque se pueden usar para 1produir TGF-B3

' 2 . : v !
biclégicamente actives y también aumenta mucho el

rendimiento de dichas proteinas (o fragmentos o derivados
de dichas proteinas) que se pueden pFoducir usando

. ., C I
sistemas de expresidn procaridticos. |

Sin desear estar ligado a ninguna Lipétesis, los
inventores consideran que la introduccidén de una
sustitucidédn para estabilizar la alfa Pélices en el
dominio formador de doble hélice disminuye'ventajosamente
la flexibilidad de 1la alfa hélice forpada por este
dominio. Esta flexibilidad disminuida ayudé a promover el
replegamiento apropiado de los TGE-[3 de!acuerdo con el

primer aspecto de la invencidén para producir proteinas

bicldégicamente activas (o fragmentos oj derivados de

estas). La flexibilidad disminuida imp%rtida por la-

estabillizacidén de la alfa hélice a |través de la

sustitucién para estabilizar alfa hélices es suficlente



para aumentar los rendimientos de los TGE-f3 replegados

correctamente (en particular TGF-B3 dimérico replegado),
pero de modo sorprendente, los inventores hallaron gque
dichas sustituciones no alteran la actividgd bioldgica de
los TGF-B3 de acuerde con el primer ?specto de 1la
invencidén, ni estos disminuyen su efectividad bicldgica y
terapéutica.

Excepto sonde el contexto requiera lo!contrario, la

. . D i
numeracidén de residuos de aminoacidos en la presente

memoria descriptiva se basa en la | secuencia de

amincacidos de las porciones peptidicas activas de los
TGF-B3. Por ejemplo, las referencias a "#GF—BB de tipo
salvaje de longitud completa™ en general se refieren a la
secuencia de aminoadcidos del péptido activo que se
muestra en la Secuencia ID No. 1, vy lasIreferencias al
dominic formador de doble hélice entre los residucs de
aminoacidos 58 y 67 se deben interpretar cénforme a ello.

Una sustitucidén para estabilizar la alfa hélice con
preferencia puede comprender una sustitucidn del residuo
glitina de la posicién 63 del TGF-B3 de tipo salvaje de
longitud completa. Sin  embargo, las sustituciones
adecuadas en forma alternativa o¢o adicional ©pueden

comprender sustituciones  de, por ejemplo, uno o ambas

treoninas de las posiciones 60 o 67 del TGF-B3 de tipo

salvaje de longitud completa, o cof the Aﬁparagine de 1la
posicién 66 del TGF-83 de tipo salvajb de longitud

completa. Se puede preferir gque 1la su%titucién para
!

estabilizar la alfa hélices para uso.de jacuerdo con la

|
invencidén no comprenda la sustitucién de valina 61.
. . f A
Se debe entender que una "sustitucidn para estabilizar
la alfa hélice™ de acuerdo con la presente invencidn es

una sustitucidén en al que un residuo de ?minoécido dado
i

I

presente en TGF-B3 tipo salvaje estd sustituido con un



residuo de reemplazo que tiene una mayor propensién a la
formacidén de alfa hélice. En consecuencial el residuo de
reemplazo del amincécido introducido en una sustitucién
para estabilizar la alfa hélice no debe ser
necesariamente uno gue por si mismos este |predispuestc a
la integracién estable en alfa-hélices estables, sino gue

solo necesita tener una mayor propensidn a|la integraciédn

estable que el aminodcido sustituido. S%n embargo, en
general se puede preferir que un aminocacido de reemplazo
introducido COmo parte de una sus%itucién para
estabilizar la alfa hélice sea un residu& de aminoacido
que favorece la integracién en una alfa héiice.

Los 1inventores han hallado que los residuos de
aminodcidos de reemplazo preferidos qhe se pueden

introducir en la sustitucidn para estabilizar la alfa

hélices de acuerdo con el primer aspecto de la invencidn

puede ser uno o] una combinacién de aminocacidos
seleccionados del grﬁpo qde comprende: alanina, serina,
treonina, valina, leucina, isoleucinaﬂ metionina y
fenilalanina. Estos residucs de aminoécid?s de reemplazo
preferidos son todos los gue se consideran| adecuados para
usar en la sustitucidén para estabilizar %a alfa hélices

del residuo glicina de la posicién 63 del |TGF-B3 de tipo

salvaje de longitud completa. Es decir, los residuos de

aminodcidos de reemplazo seleccionados de este grupo
pueden sustituir alguna posicién del domiAio formador de
doble hélice entre los residuos de aminoacidos 58 y 67 en
gue estos pueden proporcionar una sﬁ%titucién para
estabilizar la alfa hélice. f

Si bien los residuos de aminoéciéos enumerados
anteriormente representan los residuos éreferidos para
usar en la sustitucién paré estabilizar lé alfa hélices,

|
se apreciard gue existen numerosos sistemas cualitativos

i
|



y cuantitativos alternativos por los cuales se puede

medir la propensién de un residuo de| aminodcido a

contribuir la formacidén de alfa hélice (y en consecuencia
la adecuacién del residuo para uso en una sustituciodn
para estabilizar la alfa hélice}) y que l%s residuos de
aminodcidos adecuados para uso en la sustitucién para
estabilizar la alfa hélices se pueden seleccionar con
referencia a cualquiera de los sistemas |en combinacidn
con conocimiento de la secuencia de TGF—BBI

A modo de ejemplo, un sistema cualitdtivo descripto
por Chou vy Fasman identifica <c¢inco élasificaciones
diferentes de residuos de aminodcidos sobre la base de su
propensidn a la formacidén de alfa hélice. En orden, estos
son:

Formadores de hélices fuertes; |

Formadores de hélices debiles; l

Formas indiferentes}

disruptores de hélice débiles;

y disruptores de hélice fuertes.

Para los fines de la presente memoria descriptiva, los
residuos de aminoacidos -&cido glutamico, histidina,
trisptofano, lisina, alanina, metionina, valina,
isoleucina, leucina, glutamina y fenilalanina se pueden
considerar formadores de hélice, con glutamina,
metionina, = alanina y leucina que constituyen los
formadores de hélice fuertes. En contraste, asparagina,

1
glicina y prolina se pueden considerar disruptores de
hélice, con glicina y prolina como 1los ?disruptores de

hélice fuertes. :

De este modo, si la propensiodn a la fo£macién de alfa
hélice s5e evalia con referencia ai esta escala
cualitativa, se reconocerd que, si bien una sustitucién
para estabilizar la alfa hélice con prefer?ncia puede ser

r
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una en la que un residuo de aminodcido se reemplaza con
un formador de hélice, la sustitucidn |adecuada para
estabilizar las alfa hélices pueden ﬁsar en forma
alternativa formas indifefentes o incluso |[disruptores de
hélice, lo que depende de la naturaleza del residuo de

amincacido gue se reemplaza. Por ejemplo, jen el caso que

un residuo de amincacido de forma indigerente sea el
sujeto de una sustitucidén para estabiiizar la alfa
hélice, un residuo de aminodcido de reemplazo adecuado
puede ser un formador de hélice fuerte o jun formador de
hélice débil. En el caso gue un formador de hélice fuerte
sea sujeto de una sustitucidén para estabilizar la alfa
hélice, residuo de amincdcido de reemplazoladecuado puede
ser un formador de hélice fuerte, un forﬂador de hélice
débil, un aminoadcido de forma indiferente o un disruptor
de hélice débil.

Por consiguiente, una sustitucidn para iestabilizar la

alfa hélice de acuerde con la presente invencidén puede
comprender la sustitucidén de un disruptor de hélice
fuerte con un disruptor de hélice débil, o un residuc de
aminodcido de forma indiferente, o un formador de hélice
débil, o un formador de hélice fuernte. En forma
alternativa o adicional, una sustitucién| adecuada para
estabilizar la alfa hélice puede ?omprender la
sustitucién de un disruptor de hélice débii con una forma
indiferente, un formador de hélice débil& o un formador
de hélice fuerte. En forma alternativa oiadicional, una
sustitucidén adecuada para estabilizar l? alfa hélice
puede comprender sustitucidén de un amino%cido de forma
indiferente con un formador de hélice débi% o un formador

Lo . R
de helice fuerte. En forma alternativa o !adicional, una

sustitucidén adecuada para estabilizar 15 alfa hélice

|
|
t
l
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puede comprender la sustitucién de un formador de hélice

débil con un formador de hélice fuerte.

Una evaluacién alternativa de la propensién de un
residuo de amincadcido para la formacién delalfa hélice, y
en consecuencia su adecuacidn para utilizérlo comoc parte
de una sustitucién para estabilizar la alfa helice, se

puede basar en alguna de las numerosas escalas
cuantitativas conocidas por los expertos eA el arte.

Un ejemplo de dicha escala cuantitativa que se puede
usar para determinar la adecuacidén de Ln residuo de
aminoacido para el uso en una sus&itucién para
estabilizar la alfa hélice se expcone en la Tabla 1l.Esta
tabla proporciona valores, calibrados enl kcal/mol, que
reflejan la propensidén de los aminoacidos ? contribuir en
la formacidén de alfa hélice. UN alto valor en la Tabla 1
se asocia con una baja tendencia a la formacidn de alfa
hélice. i

En consecuencia, cuando se evalua la a&ecuacién de un
residuo de aminoacido para usar en una sustitucidn para
estabilizar la alfa hélice, como se requiere en el primer
aspecto de la invencidn usando una escala cuantitativa,
tal como la que es expone en la Tabla 1, ?na sustitucidn
adecuada para estabilizar la alfa hélice es una en que un
residuc de amincdcido estd sustituido conj un residuoc de
aminoacido de reemplazo que tiene una propension a formar
hélices mayor (indicade en 1la Tabla 1[ por valor de
kcal/mol menor) que el residuo que se reemplaza.

Las sustituciones adecuadas que se pueéen utilizar de
acuerdo con la invencidn incluyen las ﬁue introducen
aminodcidos de reemplazo artificiales.| Los ejemplos
adecuados de aminoacidos artificiales que'se pueden usar

beneficiosamente para estabilizar las alfa-hélices
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incluyen los residuos de amincdcidos que tienen cadenas

laterales de alquilo e hidroxilo.

Alanina representa un- residuo de aminodcido de
reemplazo particularmente preferido adecuado para usar en
la sustitucidén para estabilizar la alfa hélices. Es de
maxima preferencia que un TGF-B3 o fragmento o derivado
de este, de acuerdo con el primer aspecto &e la invenciédén
comprenda el reemplazo de glicina de 1la pLsicién 63 del
TGF-B3 de tipo salvaje de longitud completa con alanina.

La secuencia de aminoadcidos de un TGF-B3 preferido de
acuerdo con el primer aspecto de la invencidén se expone
en la Secuencia ID No. 3 (Gly-63Ala), y ADN que codifica
este TGF-B3 se expone en la Secuencia ID No. 4. Los
fragmentos o derivades del TGF-B3 de la Secuencia ID No.
3 que contienen la sustitucién de alanina |de la posicidn
63 del TGF-B3 de tipo salvaje de longitud completa
representan  los fragmentos de TGF—BSI o derivados
preferidos de acuerdo con el primer aspecto de la

)
invencidn.

Una sustitucidén adecuada puede ser una en que uno o
mads residuos de aminoacidos ubicados entre 58 y 67 del
TGF-B3 de tipo salvaje de longitud complet% se reemplazan
con uno o mads residuos de aminoécidog naturales o
artificiales. A modo de clarificacién adicional, 1las
sustituciones adecuadas pueden involucrar|la sustitucién
de un residuo de aminodcidec uUnico con uno’o mas residuos
de reemplazo, o la sustitucidén de mas de un residuoc de

|
aminodcidos con uno o mas residuos de |reemplazo. Una

sustitucién preferida puede ser una en que el numeroc de
residuos estd conservado, es decir, uno en que el numerc
de residuos de aminoacidos sustituido es el mismo qgue el
namero de residuos de aminocacides de reemplazo

introducidos.
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También se apreciard que el residuo de,aminoécido (o
residuos) preferido para reemplazar se pued%n seleccionar
con referencia a las escalas cualitativas o! cuantitativas
descriptas anteriormente. En consecuencia |[un aminocdcido
adecuado es el sujeto de una sustitucidn pa&a estabilizar
la alfa hélice puede ser unc clasificado como disruptor
de hélice, o con preferéncia un disruptor de hélice
fuerte, seleccionar con referencia a la escala
cualitativa descripta anteriormente. Con referencia a la
escala cuantitativa expuesta en la Tabla 1, un aminoacido
adecuado es el sujeto de una estabilizacién de alfa
hélice con preferencia puede ser uno con un valor de
propensién a hélice mayor o igual a 0,50, con més
preferencia con un valor de propensién a %élice mayor o
igual a 0,60, y con maxima preferencia cen un valor de
propensién a hélice de 1,00,

Los 1inventores consideran que los TGF-33, o sus
fragmentos bioldgicamente activos o deriva$os, de acuerdo

con el primer aspecto de la invencién se jpueden usar en

todos los contextos en que se desee usar las actividades
biolégicas de TGF-$3 tipo salvaje. Estgs incluyen en
particular, pero sin limitacidén, usos tgrapéuticos. De
acuerdo con este usc terapéutico, la inJencién también
proporcicna el uso de un TGF-B3, o un fragmento o
derivado de este, de acuerdo con el primer aspecto de la
invencién como un medicamento.

Se apreciard que, si bien se prefiere que un fragmento

o derivado de un TGF-B3 de acuerdo con el| primer aspecto

de 1la invencidén comprenda el dominio formador de alfa

hélice de longitud completa gue contiene una sustitucidn
para estabilizar la alfa hélice, esto no debe ser
necesariamente el caso. Un fragmento o derivado adecuado

puede comprender un dominio formador de alfa hélice
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truncado siempre que este dominio formador de alfa hélice
comprenda al menos una sustitucién para estabilizar la

alfa hélice.

En un segundo aspecte la invencidn proporciona un TGF-
3, o un fragmentoe o derivado de este,|{ en donde el
residuo glicina de la posicidén 63 de TGF-f3 tipo salvaje
de longitud completa estd reemplazado con prolina. La
invencidén también proporciona una moléﬁula de Acido
nucleico que codifica un TGF-B3, o un fragmento o
derivado de este, de acuerdo con el segundo aspectc de la
invenciédn.

Los inventores hallaron en forma sorprendente que las
proteinas de acuerdo con el segundo ;specto de 1la

invencidén (o sus fragmentos o derivados) tienen actividad

bioldgica comparable a la del TGF-f3 tipo| salvaje. Este
hallazgo es inesperado, vya que se puedelpensar que la
presencia de prolina en una regidén de TGF-B3 normalmente
asociada con la formacién de alfa hélice deberia
interferir en la estructura secundaria de dichas
proteinas y de este modo alterar su funcidn bioldgica. Si
bien la eficiencia de replegamiento de ;los TGF-$3 de
acuerdo con el segundo aspecto de la invencidn es menor

|
que la de TGF-B3 tipo salvaje, el deteri?ro previsto de

la funcién sorprendentemente no se produce!

En consecuencia, las proteinas de acuerdo con el

|
segundo aspecto de la invencién (o sus fragmentos o

|

derivados) proporcionan una valiosa contribucién al arte
ya gque expanden el repertorio de compuestos capaces de
!

ejercer la actividad de TGF-f3 que estan dﬁsponibles para

. |
los expertos. Dichos compuestos, por ejemplo, se pueden
i

usar en contextos en que se desea usar %a actividad de

|
TGF-B3 en forma terapéutica.

i
l
i
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La secuencia de amincacidos de un TGF-(33 preferido de
acuerdo con el segundo aspecto de la invencidn se expone
en la Secuencia ID No. 5 {Gly-63Pro), y ADN que codifica
este TGF-$3 se expone en la Secuencia ID No. 6. Los
fragmentos o derivados del TGF-f3 de la SeFuencia ID No.
5 gque contiene la sustitucidédn de prolina de la posicidn
63 de  TGF-B3 tipo salvaje de long%tud completa

representan el fragmento de TGF-P3 o derivados preferidos

de acuerdo con el segundo aspecto de la invencidn.

l

Dado que los TGF-B3, o sus fragmentos o derivados, de
acuerdo con el segundo aspecto de la invenhién se pueden
usar en contextos en los que se desea utilizar la
actividad bioldgica terapéutica de TGF-(33 tipo salvaje se
apreciarad que también se proporciona el uso de los TGF-
B3, o sus fragmentos o derivados, de acuerdo con el
sequndo aspecto de la invencién como medicamentos. Los
inventores consideran que dichos medicamentos se pueden
usar en todos 1los contextos clinicos en los gue es
conoclido el empleo de la actividad biolégiéa de TGF-{3.

En un tercer aspecto de la invencidn seiproporciona un
TGF-(3, o un fragmento o derivado de esteJ que comprende
una sustitucidn del residuo de acido glutdmico de la
posicidén 12 TGF-B3 tipo salvaje de longit&d completa v/o
el residuo de arginina de la posicidén 52 del TGF-{33 tipo
salvaje de 1longitud completa. La invencién también
proporciona una molécula de acido nucleiéo que codifica
un TGF-$3, o un fragmento o derivado de este, de acuerdo
con el tercer aspecto de la invencién.

Se apreciara que el tercer aspecto de ia invencién en
consecuencia abarca 1los TGF-P3 en los! que el Acido
glutamico de la posicidén 12 del TGEF-B3 de %ipo salvaje de
longitud completa estd sustituido pero laiarginina de la

!
posicidén 52 del TGF-B3 de +tipo salvaie de longitud

i
|
|
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completa estd retenido. El tercer aspecto dg la invencidn
también abarca los TGF-p3 en los qgue el ééido glutémico
de la posicidén 12 de TGF—§3 de tipo salvaje de longitud
completa esta retenido pero la arginina de lla posicién 52
del TGF-f3 de tipo salvaje de longitud |[completa esté
sustituida.

Sin embargc, se prefiere gque los TGF-B3 lde acuerdo con

el tercer aspecto de la invencidn comprendan
sustituciones tanto del residuo de &cido ghutémico de 1la
posicién 12 del TGF-B3 de tipo salvajg de longitud
completa como del residuo arginina de la ﬁosicién 52 del
TGF-B3 de tipo salvaje de longitud completaJ

Los inventores hallaron en forma sorpreLdente que las
proteinas de acuerdo con el tercer aspecto de la
invencibén también tienen actiwvidad biolégiéa comparable a
la del TGF-B3 de tipe salvaje. Este hallazgo es
inesperado, ya qua la sustifucién de uno o ambos residuos
de acido glutémico de la posicidn 12 del TGF-f3 de tipo
salvaje de longitud completa y/o el residuo de arginina
de la posicién 52 del TGF-f3 de tipo Salv?je de longitud
completa altera la formacidén de uno de los puentes
salinos intra-subunidades hallados normalJente en TGF-(33
.tipo salvaje. Se puede esperar que esta falla para
completar la formacidén del puente saiino apropiado
reduzca la actividad bioldgica de los TGF-B3 de acuerdo
con el tercer aspecto de la invencién| debido a que
generalmente se considera que la actividﬁd bioldgica de
las proteinas tales como los TGF-$3 es deﬁendiente de su
conformacidn. |

Ademéds, los inventores también han hallado que 1los
TGF-83 de acuerdo con el segqgundo aspecto ge la invencién
exhiben una eficiencia de replegamiento jexitosa dque es

exactamente tan alta como la observada para TGF-$3 tipo
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salvaje. Este hallazgo es muy sorprendente, debido a que

los expertos en el arte esperarian que| la falta de

formacidén del puente salino intra-subunidades que debe
ocurrir en los TGF-$3 de acuerdo con el ngundo aspecto
de la invencién debiera impactar en forma deletérea en
los casos de replegamiento 'y en consecuencia disminuye el
rendimiento de un TGF-$3 bioldgicamente acthvo.

En consecuencia las proteinas de acuerdé con el tercer
aspecto de la invencidn sirven expandir el‘repertorio de
compuestos capaces de ejercer la actividad| de TGF-pB3 que
estan disponibles para los expertos. Como se indicd
anteriormente, esta disponibilidad de dichos compuestos

es de importancia en contextos en los que| se desea usar

la actividad de TGF-B3 en forma terapéuticd.

Los inventores hallaron gue unco u otro del acido
glutédmico de la posicién 12 del TGF-B3 de %ipo salvaje de
longitud completa © la arginina de 1la pésicién 52 del
TGF-$3 de tipo salvaje de longitud completa se puede
sustituir con algun un residuo de aminoéciéo {o cualquier
combinacién de residuos de- aminocédcidos) s?leccionado del
grupo gque comprende serina, alanina, tréonina, valina,

|
isoleucina, metionina, fenilalanina y leucina.

Se prefiere que la serina se use como| un residuo de

amincacido de reemplazo en los TGF-B3, o s@s fragmentos o
derivados, de acuerdo con el tercer %specto de la
invencién. La serina se puede usar como reémplazo para el
acido glutdmico de la posicién 12 del %GF—B3 de tipo
salvaje de longitud completa o la arginina;de la posiciodn
52 del TGF-PB3 de tipo salvaje de longitud completa. Con
maxima preferencia la serina se usa para r?emplazar tanto
el 4cido glutdmico de la posicidén 12 delETGF-BB de tipo

salvaje de longitud completa como la arginina de la

qDJ N
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posicidn 52 del TGF-B3 '‘de tipo salvajé de longitud

completa.

Un primer ejemplo del TGF-f3 preferido ée acuerdo con
el tercer aspecto de la invencidén se expone en la
Secuencia ID No. 7. La invencidn abaﬂca fragmentos
biolégicamente activos o derivados de la Secuencia ID No.
7 qgue comprenden la sustitucidn Glul2—Sei. E1 ADNc gue
codifica este TGF-B3 preferido se expone en la Secuencia
ID No. 8.

Un segundo ejemplo de un TGF-(B3 prefer%do de acuerdo
con el tercer aspecto de la invencidén se expone en la
Secuencia ID No. 9. Los fragmentos bicldgicamente activos
o derivados de la Secuencia ID No. 9 que| comprenden la
sustitucidén Argb52-Ser también constituyen los fragmentos
o derivados preferidos de acuerdo con la| invencidén. E1
ADNc que codifica este TGF-(33 preferido se expone en la

Secuencia ID No. 10.

Un tercer ejemplo de un TGF-#3 prefer%do de acuerdo
con el tercer aspecto de la invencidn se expone en la
Secuencia ID No. 11. Los fragmentos ibioldégicamente
activos o derivados de 1la Secuencia ID No. 11 que
comprende tanto la sustitucidén Glul2-Ser y'la sustitucidn
Arg52-Ser también constituyen los fragmenqos o derivados
preferidos de acuerdo con la invencién! E1 ADNc que
codifica este TGF-B3 preferido se expone en la Secuencia
ID No. 12.

Los 1inventores consideran gque 1los TGF-B3, o sus
fragmentos o derivados bicldgicamente actiyos, de acuerdo
con el tercer aspecto de la invencién se:pueden usar en
todos los contextos en los gue se puede hécer uso de las
actividades bioldégicas del TGF-f3 tipo fsalvaje. Estas
incluyen, pero sin limitacién, usos teraééutico de TGF-

3. Por consiguiente la invencién también!proporciona el
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uso de un TGF-$3 o fragmento o derivado de este, de
acuerdo con el tercer aspecto de la anencién como
medicamento.

Los TGF-B3 de la invencién, o fragmentes o derivados
bioldgicamente activos, se pueden usar en el tratamiento
de heridas (gque incluyen heridas crdénicas tale como
Ulceras) . Estos se pueden usar en particular para
promover la curacién de heridas acelerada con prevenciédn,’
reduccidén o inhibicidén de la formacidén de éicatrices, y/o
promover la reepitelizacidén de heridas. LOF TGF-B3 de la
invencién también se pueden usar para 1a prevencidn o
tratamiento de de trastornos fibrdéticos, |que se pueden
seleccionar de modo independiente del grupo que comprende
fibrosis pulmonar, cirrosis hepatica, escleroderma vy
glomerulonefritis, fibrosis pulmonar, fibﬂosis pulmonar,
fibrosis cuténea, fibrosis muscular, |fibrosis por
radiacién, fibrosis renal, viﬁrorretinopatia
proliferativa y fibrosis uterina. !

Los TGF-BP3 de la invencidédn se puedén usar en el
tratamiento de escleroderma, trastornos de angiogénesis,
restenosis, adhesiones, endometriosis) enfermedad
isquémica, induccién de cartilago y hueso, fertilizacioén
in vitro, mucositis oral y enfermedad renal. A modc de
ejemplo, se ha demostrado en modelcs animales y en la
clinica que la aplicacidén tépica de TGF—EB dimérico de
tipe salvaje acelera la tasa de curacidn [de las ulceras
por presidén que no cﬁran, crbénicas; reducen la
incidencia, gravedad y duracién de la mucositis oral; vy
reducen los efectos adversos ?el sindrome

gastrointestinal por radiacién resultante |del dafio a las
[

i

consideran que los TGF-3 de la invéncién, 0O sus

células madre causado por la radicterapia quimioterapia

durante el tratamiento del cancer. Lo inventores




20

fragmentos o derivados, se pueden usar en forma
benficiosa en todas estas indicaciones.

Los TGF-B3 de la invencién se pueden us?r de la misma
manera gque el TGF-B3 natural, por ejeﬁplo para el

tratamientco de las patologias, por ejemplo,| que se pueden

seleccionar de modo independiente del grupo que comprende
trastornos fibréticos, fibrosis pulmenar, cirrosis
hepatica, escleroderma, trastornos de | angiogénesis,
restenosis, adhesiones, endometriosis, enfermedad
isquémica, induccién de cartilago y hueso,| fertilizacién

in vitro, mucositis oral, enfermedad renal, prevencién,

reduccidn o inhibicidn de formacidn de cicatrices, mejora
de la reconexién neuronal en el sistema nerviocso
periférico y central y para la prevencidén, reduccidn o
inhibicién de complicaciones de la cirugia ocular (tal
como cirugia LASIK o PRK).Los TGF-B3 de| la invenciédn
también se pueden usar en el tratamienqo de labio vy
paladar figurado (por ejemplo, en conhunto con la
reparacién quirdrgica de dicha patolog&a) y en la
reduccién o inhibicidén de la formacién dé cicatrices vy

curacién acelerada de tendones. Las form?s mutantes de

TGF-pB3 descriptas en la presente invencidn pueden
promover la curacidn de heridas acelerada;y/o prevenir,
reducir o inhibir la formacidén de cicatricgs de la misma
manera que el TGF-$3 natural. Estos éambién pueden
promover la regeneracidn epitelial en shtios de dafio
epitelial. ,

Se considera que un "TGF-B3 de la invgncién" abarca

cualquier mutante de TGF-33 de acuerdo éon alguno del

primer, segundo o tercer aspecto de! la presente

|
invencién. Se apreciard gque los TGF-B3 de la invencidn no
abarcan TGF-pl o TGF-f2. La identidad de un TGF-B3 se

puede determinar con referencia a su secuencia, © con
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preferencia -con referencia a su actividad!biclégica. En
consecuencia un TGF-B3 se puede diferenciar de TGF-Pl o
TGF-p2 sobre la base de que es capaz ée reducir la
formacién de cicatrices en una herida en la que se
administra TGF-B3. Los TGF-p3 de acuerdo con la presente
invencion con preferencia pueden ser TGF-[(3] no naturales.

Un TGF-B3 de acuerdo con cualqguier aspecto de la
invencién se puede usar en la prepa%acién de un
medicamento para el tratamiento de cualquier patologia en
la gque se desea utilizar TGF-B3. Dichos usos incluyen,
pero sin limitacidén, el tratamiento de cualquiera de las
patcoclogias consideradas en la presente memoria
descriptiva. Se puede preferir que los TGF-B3 de acuerdo
con la presente invencidén se usan en la Preparacién de
medicamentos para promover la cura de heridas acelerada
y/o la prevenciédn, reduccidén o inhibicidn qe la formacién
de cicatrices. Dicha formacién de cicatrices se puede
asociar con heridas y/o con trastornos f?bréticos. Los
medicamentos fabricados gque wusan los [GF-p3 de 1la
invencién con preferencia se pueden usar eh la piel o en
el ojo (por ejemplo en la aceleracidn de &a curacién de
la piel o el ojo, o© para la prevencidén, reduccidn o

. s o . . . | .
inhibicidén de la formacidén de cicatrices en la piel o el

ojo) .

Los TGF-B3 de acuerdo con la invencién Eueden ser TGF-
B3 latentes o activos (es decir, con o sin, el péptido
asociado a latencia}. ‘

Excepto cuando el contexto requiera étra cosa, las
referencias a los TGF-B3 de acuerdo coﬁ la invencién
también abarcan los fragmentos o derivadoside dichos TGF-
B3, en donde dichos fragmentos o ;derivados se

. . L
caracterizan porque comprenden substituciones (de acuerdo

. | . ..
con el primer, segundo o tercer aspecto de la invencion,

i
|
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segun corresponda) que los diferencian de los fragmentos

o derivados derivables de del TGF-$3 tipo salvaje (las
secuencias de aminoacidos de las que se toman para los
presentes propdsitos estan representadas por la Secuencia
ID No. 1). Los fragmentos o derivados ad?cuados de los
- TGF-$3 de acuerdo con el primer, segundo o tercer aspecto
de la invencidén puede comprender al menos }0 residuos de
aminoacidos, con preferencia al menos 46 residuos de
amincacidos, con méas prefefencia al menos /0 residuos de
aminocacidos, vy con maxima referencia al menos 100
residuos de aminocdcidos.

Las referencias en la presente memoria| descriptiva a
los o TGF-B3 y los fragmentos de TGF-pf3 también abarcan
los derivados de dichas proteinas o fragmentos, excepto

cuando el contexto reqguiera lo contrario.

Sin limitacién, los ejemplos adecuados |de las formas
adecuadas de los derivados se pueden séleccionar del
grupo que consiste: derivados Fe péptidos
terapéuticamente efectivos de los TGF-B3 de la invencién
(o " sus fragmentos) ; fragmentos o derivados

terapéuticamente efectivos que comprenden o se basa en el
i

farmacéforo de los TGF-B3 de la invencién (o sus
fragmentos); derivados de peptoide t!rapéuticamente
efectivos de los TGF-f3 de la inve$cién (o0 sus
fragmentos); derivados de D-aminodcidos t%rapéuticamente
efectivos de los TGF-R3 de la inveﬁcién (o sus

fragmentos); peptidomiméticos terapéuticamente efectivos

basados en los TGF-B3 de la invencidn (o sus fragmentos);

anédlogos de péptidos terapéuticamente efectivos de los
TGF-B3 de la invencidn (o sus fragmentos);jpseudopéptidos
terapéuticamente efectivos basados en log TGF-33 de la
invencién (o sus fragmentos); péptidos |retro-inversos

1
terapéuticamente efectivos basados en los TGF-$3 de la
|
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invencidén (o sus fragmentos); derivados de; depsipéptidos
terapéuticamente efectivos basados en los| TGF-$3 de la
invencidén (¢ sus fragmentos); derivados de péptidos £
terapéuticamente efectiveos basados en los| TGF-B3 de la
invencidén (o sus fragmentos); y derivados lretropeptoides
terapéuticamente efectivos basados en los| TGF-33 de la

invencidén (o sus fragmentos).

Se apreciard que, para los fines de la presente
invencién se puede tomar gque "un TGF-33" abarca las
monoméricas y diméricas del TGF-B3. Lks inventores
hallaron en forma sorprendente que los TGF-B3 de acuerdo
con la presente invencién pueden ejercer sus efectos
biclégicos tanto en formas monoméricas como diméricas.
Esto contrasta en forma sorprendente con| lo que se ha
informado previamente en el arte previo, donde

generalmente se considera que los TGF-f ta%es como TGE-(B3

! |
sclo pueden tener actividad Dbicldégica {en la forma

dimérica. El hallazgo de los inventores de {que los TGF-R3
de acuerdo con la presente invencidn se ﬁueden utilizar
en forma monomérica proporciona grandes vgntajas ya que
dichas formas monoméricas se pueden geﬂerar mediante
técnicas de plegamiento relativamente simples (cuyos
ejemplos se describen a continuacidn) |[de este modo
aumenta la velocidad con la que se pueden generar las
moléculas bioldgicamente activas, mientras|que también se
reducen los costos asociados con la generacién de dichas
moléculas. '

Se puede preferir gue un TGF-B3 moJomérico de la
invencidén sea un TGF-$3 que se expone en llas Secuencias
ID Nos. 3, 5, 7, 9 o 11, o un fragmento| o derivado de
este.

S5e considera que un "medicamento de | la invencién"

|

comprende cualgquier medicamentoc que comprende un TGF-B33
|
I
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de acuerde con la invencidén. Un medicamento de 1la

invencién en forma adicional o alternativa| puede ser un

medicamentc que comprende un acido nucleico que codifica
un TGF-PB3 de acuerdo con la invencibén. Este abarca tanto
los medicamentos per se (es decir, sin t%ner cuenta el
uso para gue se pone el medicamento), y los medicamentos
para uso en aplicaciones terapéuticas especificas (por
ejemplo, en el tratamiento de mejora de las patologias
consideradas en la presente memoria descripkiva). Tambien
se entiende que los medicamentos de la invencidn abarcan
los medicamentos que comprenden fragmentos o derivados
adecuados de TGF-$3 de la invencidn, o éc&dos nucleicos
que codifican dichos fragmentos o derivados,.

Un "método de tratamiento de la invenci?n" {o "método
de la invencidén™) comprende cualquier método de

tratamiento que wutiliza una cantidad terapéuticamente

t
efectiva de un TGF-B3 de acuerdo con la invencidn, o un

adcido nucleico gque codifica dicheo TGF-p3. También se
entiende que los métodos de tratamiento dé la invencidn
abarcan métodos de tratamiento que utilizah fragmentos o
derivados adecuados de los TGF-B3 de lai invencién, o

! fragmentos o

acidos nucleicos que codifican dichos
derivados.

Los medicamentos que comprenden los |TGE-f3 de 1la
invencidén, o sus fragmentos o derivados 'biolégicamente
activos se pueden usar en el tratamiento de heridas (que
incluyen heridas crénicas tales como ulceras). Estos se
pueden usar en particular para promover la curacidén de
heridas acelerada con prevencidén, reduccién o inhibicidn
de la formacidén de cicatrices, y/o| promover la
reepitelizacidén de heridas. Los TGF-B3 de la invencién
también se pueden usar para efectuar la prevencidén o

tratamiento de los trastornos fibréticos,| gque se pueden
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seleccionar de modo independiente del grupo Que comprende
fibrosis pulmonar, cirrosis hepdtica, éscleroderma vy
glomerulonefritis, fibrosis pulmonar, fibrosis pulmonar,
fibrosis cutédnea, fibrosis muscular, !fibrosis por
radiacién, fibrosis . renal, viﬁrorretinopatia
proliferativa y fibrosis uterinas.

Los TGF-B3 de la invencidén se pueden usar en el
tratamiento de las patologias seleccioLada de modo
independiente del grupo que consiste en:\ escleroderma,
trastornos de angiogénesis, restenosisJ adhesiones,
endecmetriosis, enfermedad isquémica, induccidn de
cartilago y hueso, fertilizacidén in wvitro, mucositis
oral, enfermedad renal, fibrosis pulmonar, cirrosis
hepatica, glomerulcnefritis, £fibrosis cutdnea, fibrosis
por radiacién, fibrosis renal y fibrosis uFerina. A modo
de ejemplo, se ha demostrado en modelos an%males y en la
clinica que la aplicacidn tépica de TGF-B3 dimérico de

tipo salvaje acelera la tasa de curacidén de las 1Ulceras

por presidn que no curan, crénicas;‘ reducen la

. . . . . | '

incidencia, gravedad y duracidén de la mucositis oral; vy
reducen los efectos adversos d?l sindrome
gastrointestinal por radiacién resultante del dafio a las

células madre causado por la radicterapia o‘quimioterapia
|

durante el tratamiento del cancer. qu inventores
. . Iy
consideran gque los TGF-P3 de la invencidén, o sus
)
fragmentos ¢ derivados, se pueden usar en forma

beneficiosa en todas estas indicaciones.

La actividad bioldgica exhibida por En TGF-63, o
1fragmento o derivado de este, de acuerdo cdn la presente
invencién con preferencia puede ser acéividad anti-
formacién de cicatrices de TGF-B3, y esta con preferencia

se puede investigar in vivo. |
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Una cantidad terapéuticamente efectiva de un TGF-p3, o
un fragmento o derivado de este, de acuerdo con la
presente invencidén es una cantidad suficiente ©para
producir un efecto requerido:

i) aceleraciédn de 1la curacidén de heridas vy/o
inhibicidén de la formacidén de cicatrices; ©
ii) promocidn de la regeneracidn epitTlial; o]

iii) prevencidén vy/o tratamiento de un trastorno

fibrético.

El grado de aceleracidédn de la curacién|de heridas y/o

inhibicién de la formacidén de cicatrices,{ o regeneracién

epitelial, o prevencidén o reduccidn de éibrosis\ﬁue se
puede necesitar sera evidente, y efectivamente facilmente
determinado, por ejemplo, por un médico responsable de la
atencidén del paciente. Una evaluacidn adefuada del grado
de aceleracién de la curacidén de héridas y/o la
inhibicién de la formacién de cicatrices,|o promocién de
la regeneracidn epitelial, o la prevenciéq o reduccidn de
la fibrosis puede ser determinada por el ﬁlinico, ¥y puede
ser con referencia a los métodos de medicidén sugeridos
descriptos en la presente. J
Los TGF-B3 adecuados para el uso deiacuerdo con la
invencién, asi como los fragmentos o deriGados preferidos
de dichos TGF-P3 se pueden seleccionar c?n referencia a
alguna o todas 1las consideracicnes descriptas en la
presente. |
La capacidad de los TGF-B3 de 1la ‘invencién para
acelerar la curacién de heridas puede |la curacidédn de
heridas puede ser facilmente apreciada Jy/o medida con
referencia a las propiedades exhibidas por las heridas
tratadas. Para los presentes propésités una "herida
tratada" se puede considerar a una heridalexpuesta a una

cantidad terapéuticamente efectiva de un| medicamento de

\
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la invencidén, o gue ha recibido tratamiento de acuerdo

con los métodes de la invenciédn.

La aceleracién de la curacidén de las heridas tratadas

se puede ilustrar por un aumento en la tasa epitelizaciodn
{

en comparacién con las heridas control. En consecuencia

los métodos y medicamentos de la invencidn promocionan

una reconstitucién més rapida de wuna capa epitelial

|

funcional sobre un area herida gue lo seriF de otro modo.

En forma alternativa e} adicional,L la curacidén
acelerada de las heridas tratadas se puede ilustrar por
un ancho de herida disminuide en comparacidn con las
heridas de control en puntes de tiempo comparables. Se
apreciard que esta reduccién del ancho/l de 1la herida
asegura gque exista una tasa de cierre} de la herida
relativamente mas répido (ya que existe ménos ancho de la
herida por cerrar) y es indicativo de #a capacidad de
dichos medicamentos para acelerar la respuesta de
curacién. Las heridas mas angostas gueden producir
cicatrices més angostas que son estéticamente preferibles
que las cicatrices mas anchas.

Por consiguiente, se debe considerar gue la curacién
de heridas acelerada en el contexto ?e la presente
invencién abarca cualquier aumento de la tasa de curacidn
de una herida tratada en comparacidén con la tasa de
curacidén que se produce en heridas tra%adas control o
heridas no tratadas. Con preferencia la a&eleracién de la
curacidén de heridas se puede evaluar con respecto a la
comparacidén de la tasa de reepitelizacién obtenida en
heridas tratadas y control, o 1la Compargcién de la del
ancho relativo de las heridas tratadas y control en
puntos de tiempo comparables. Con mas| preferencia la

curacién de heridas acelerada se puede Qefinir como - que

. .y
comprende tanto una tasa de reepitelizacidn aumentada

~
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como una reduccién del ancho de la herida|en comparacidn
con las heridas de «control en puntos de tiempo

comparables.

Con preferencia la promocidn de la curacioén de heridas
acelerada puede dar origen a una tasa de curacién de
heridas que es al menos 5%, 10%, 20% o 3?% mayor que la
tasa de curacién gque ocurre en una herida control o no
tratada. Con mas preferencia la promociénlde la curacidn
de heridas acelerada puede dar origen a una tasa de:
curacién de heridas que es al menos 40%, PO% o 60% mayor
que la curacién en una herida control. Aun es mas
preferido que la promocidén de curaci?n de heridas
acelerada puede dar origen a una tasa lde curacion de
heridas que es al menos 70%, 80%, o 90% mayor gque la que
ocurre en las heridas control, y con métha preferencia
la promocidén de la curacién de heridas acelerada puede
dar origen a una tasa de curacidn de he¥idas que es al
menos 100% mayor que la tasa que se produce en las

;
heridas control. ‘

Existe un amplio rango de trastornos de la curacién de
heridas que se caracterizan, o al menos |(se caracterizan
parcialmente por el fracaso, retrasoj o retardacién
inapropiados de la respuesta normal de curacidén de

heridas. La capacidad de ciertes métodos y medicamentos

de la invencidn para promover la curacién de heridas
I
acelerada en consecuencia es de utilidad ?n la prevencidn

0 tratamiento de dichos trastornos. r

|

Debido a que métodos y medicamentos de la invencidn

pueden provocar la aceleracidén de la curgcién cde heridas

mediante la promocidn de una respuesta de?reepitelizacién
|

estimulada (de este modo aumenta la veldcidad en gue se

cierra la herida) se apreciara que éstos .métodos vy

1
medicamentos de la invencién son } particularmente

!
;
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ventajoscs para el tratamiento de heridJs de pacientes
|
que de otro modo estdn propensos a la reepitelizacidn

defectuosa, retrasada o alterada de opro modo. Por

ejemplo, es bien sabido que las heridas |dérmicas de la

persona de edad avanzada exhiben una, respuesta de
reepitelizacidén menos vigorosa que la de|los individuos

mas jbdvenes. También existen otras patologias o]

trasteornos en los que la curacién de

heridas estéa
asociada con reepitelizacidn retrasada o 4lterada de otro
modo. Por ejemplo, los pacientes que sufren de diabetes,

pacientes con polifarmacia (por ejemplo, | como resultado
[

de una edad avanzada), mujeres posmenopdsicas, pacientes

susceptibles a lesiones por presién (por ejemplo
. | :

parapléjicos), pacientes con enfermedad venosa, pacientes

clinicamente obesos, pacientes que reciben gquimioterapia,
pacientes que reciben radioterapia, pacientes que reciben
tratamientos de esteroides ? pacientes
inmunocomprometidos puede sufrir de curacién de heridas
con reepitelizacidén alterada. En muchos casos la falta de
una respuesta de reepitelizacidén apropiada contribuye al
desarrollo de las infeccicones en el sitio de la herida,

que puede a su vez contribuir a la formdcidén de heridas

crénicas tales como Ulceras. Por consiguiente se

apreciara que dichos pacientes pr?bablemente se
C e . : )

beneficiaran particularmente con los métodos o)

medicamentos adecuados de la invencidn.

Las heridas «cronicas son quizas ?l ejemplo méas
importante de los trastornos asociados con una respuesta
de curacidén de heridas retrasada. Una herida se puede
definir como crénica si no muestra ningﬁna tendencia de
curacién dentro de las ocho semanas de la formaciédn

cuando esta sometida al tratamiento terapgutico apropiado

(convenclonal). Los ejemplos bien conoaidos de heridas

l
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crénicas incluyen ulceras venosas, ulceras diabéticas y
Ulceras decubito, sin embargo las heridas crdénicas pueden
surgir en algun momento de otro modo de lesiones agudas
normales. Tipicamente las heridas crénicas pueden surglr
como resultado de infeccidén del sitio [de la herida,
tratamiento de herida inadecuado, © comc una consecuencia
de una ruptura de tejido progresiva causada por
enfermedad vascular vencsa, arterial, o metabdlica,
presidén, dafio por radiacién o tumor.

Se apreciara que los métodos y medicamentos de la
invencidén capaces de acelerar la curacién de heridas se
pueden utilizar en el tratamientc de h?ridas crdénicas
existentes con el fin de promover su curacién. Dichos
métodos y medicamentos pueden promover la reepitelizacidn
de las heridas crénicas, de este modo producen la
curacién Y cierre del trastorno. Los métodos 3%
medicamentos de la invencién preferidos [(tales como los
que utilizan TGF-£3 que comprenden la Secuencia ID No. 3,
5, 7, 9 o 11) también pueden inhibir la formacidén de
cicatrices asociada con la curacién ?e heridas. La
prevencién de la formacién de cicatrices en dichos
contexto puede ser particularmente ventahoso ya qua las
heridas crdénicas normalmeﬁte se extien#en sobre otras

porciones  relativamente grandes del |cuerpo de un

paclente.
Ademas o alternativamente, para su uso en el
tratamiento de 1las heridas «crdnicas existentes, los

I
metodes y medicamentos de la invencidn adecuados se

pueden usar para prevenir heridas agudgs de pacientes
predispuestos a 1la curacién de heridas jalterada que se
convierten en heridas crénicas. Debido a| que los métodos
y medicamentos adecuados de la invencidn pueden promover

la cobertura epitelial del sitio dafiadp, ellos pueden
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reducir la probabilidad de que una herida tratada se
infecte. De modo similar, esta promocién de

reepitelizacién puede ser beneficiosa en |el tratamiento

de las heridas crdnicas gue surgen com? resultado de

otras patologias tales como diabetes o enfermedad venosa.

Un grupo adicional de pacientes que| puede obtener

beneficio particular de los métodos y medﬁcamentos de la
invencién son aquellos en los que el sistéma inmune esta
comprometido (por ejemplc, pacientes qu% se someten a
quimioterapia o radioterapia o los gque sufren de
infeccidén con HIV). Estd bien reconocido %ue las heridas
de los inmunocomprometidos, gque no pueden‘desarrollar una
respuesta inflamatoria normal después ’de la herida,
tienden a asociarse con malos resultadés de curacién.
Dichos pacientes se pueden beneficiar por el tratamiento
con los métodos‘y medicamentos adecuados ée la invencién.

La capacidad de los TGF-B3 de la invencidn, tales como
los que comprenden la Secuencia ID No. 3, 5, 7, 9 o 11
para promover la curacidén de heridas acelerada a la vez
gue prevenir, reducir o inhibir 1la| formacidén de
clicatrices también se usa en contextos c¢linicos més
generales. Los ejemplos de estos otros beneficios se
pueden considerar en referencia con la curacién de
heridas por intencién primaria, secundaria o terciaria,

como se describe a continuacién.

Para los fines de la .presente invebcién, se puede
considerar que la curacidén por int%ncién primaria
involucra el cierre por medios gquirdrgicos (tal como
suturas, tiras adhesivas o (grapas) 4e los margenes
opuestos de una herida. La curaciénf por intencidn
primaria se emplea normalmente en el; tratamientc de
incisiones quirdrgicas u otras heridas; limpias, y se

asocia con niveles minimos de pérdida| de tejido. Los
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expertos reconoceran debido a gque los | TGF-B3 de la
invencién (tal como los que comprenden laé Secuencias ID
No. 3, 5, 7, 9 o 11) son capaces de redu§ir el ancho de
ia herida, también facilitan la unién lde los bordes
opuesto de la herida, vy en consecuencia pueden ser
beneficiosos para la curaciodn de heridaq por intencidn
primaria. Ademds, dichos métodos o medicamentos may {como
se describen a continuacién) producen Ila prevencién,
reduccidén o inhibicién de la formacidn de'cicatrices que
de otro modo pueden ocurrir en dichaj curacién. Los
inventores consideran que el tratamiento}de esta manera
puede tener impacto en la apariencia tanto macroscédpica
comoe microscoéopica de las cicatrices que se forman a
partir de las heridas tratadas; micros%épicamente las

cilicatrices pueden ser menos perceptibles y combinarse con

la piel circundante, microscdpicamente |las cicatrices

pueden exhibir una regeneracién de una estructura de piel
mas normal.

Para los fines de la presente invenci?n, se considera
que la curacién por intencidén secundaria constituye el
cierre de las heridas por la curacidn dei proceso de las
heridas, sin intervencidén quirurgica direbta. Las heridas
curadas por intencidn secundaria se péeden someter a
cuidado continuo (por ejemplo el VendajeTy re-vendaje de
la herida asi como la aplicacidén de los medicamentos
adecuadcs), pero es el proceso natural qe formacién del
tejido de granulacidn y la reepitelizacién los que causan
el cierre de la herida. Se apreciard que debido a que los
TGF-p3 de la invencidn (tal como los un comprenden las
Secuencias ID No. 3, 5, 7, 9 o 11) pueden aumentar la
velocidad de reepitelizacién vy disminuﬁr la posterior

|
formacidén de cicatrices en comparacidn cpn lo que ocurre

en las heridas control estes tienen |utilidad en 1la
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promocién de la curacién de heridas |por intencidn

secundaria.

La curacién  por intencién terciaria se puede
considerar que comprende el cierre quirirgico de una
herida que previamente se ha dejado abierta para permitir

al mencs formacidn del tejido de granulacidén y la

|

reepitelizacidn parciales. Las propiedadeﬁ de los métodos
y medicamentos de la invencidn preferidos los hacen
adecuados para el uso en la curacidn| por intencién
primaria o secundaria son también beneficicsos en el
contextc de la promocidén de la curacidén|de heridas por
intencién terciaria.

El uso de los TGF-B3 de la invencidn| tales como las
Secuencias ID No. 3, 5, 7, 9 o 11 3 para estimular 1la
reepitelizacidén (como parte de su promocidn de la
curacién de heridas acelerada) mientras' que inhibe la
formacidn de <cicatrices también es lparticularmente
efectivo en el tratamiento de las herid;s asociadas con
procedimientos de injerto. El tratamiento mediante estos
métodos y medicamentos de la invencidén: es beneficioso
tanto en un sitic dador del injerto (done puede ayudar
en el restablecimiento de una capa epite%ial funcional a
la vez qgue previene, reduce o inhibe ga formacidédn de
cicatrices), y como en los sitios recept#res del injerto
(donde 1los efectos anti-formacidén de !cicatrices del
tratamiento inhibe la formacidén de cicatrices, a la vez
gue curacién acelerada promueve la integracién del tejido
injertado). Los inventores consideran q#e los métodos y
medicamentos de la invencién confieren !ventajas en los

|

contextos de los injertos que utilikan piel, piel

|
artificial o sustitutos de piel.

Los inventores han hallado que ;los métodos vy

medicamentos de la invencién gque utillizan TGF-B3 que
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comprenden la Secuencia ID No. 3, 5, 7,9 o 11 pueden
promover la curacién de heridas acelerada|con inhibicién

de la formacidn de cicatrices cuando se administran antes

de la herida, o una vez que la herida ya se ha formado.
Los inventores han hallado que los o %edicamentos de

la invencidén que wutiliza TGF-p3, tal | como los gue

comprenden las Secuencias ID No. 3, 5, 7, 9 o 11, son

capaces de promover la regeneracidn |epitelial. La

promocién de la regeneracién epitelial dentro del
contexto de la presente invencidn se puedé considerar que
abarca cualguier aumento de la regeneracidn epitelial en
comparacién con la regeneracidn que ocurre en el epitelio
control tratadeo o no tratado. |

La velocidad de regeneracidn epitelial|obtenida usando
los métodos o medicamentos adecuados de|acuerde con la
invencidén se pueden comparar fécilmente ﬁon el que tiene
lugar en los epitelios control tratados o no tratados
usandc cualgquier modelo de regeneracidén epitelial
conocido en el arte. Por ejemplo, se pu%de comparar la
velocidad en la qgue se regeneran los ;sitios de danoc
epitelial experimental que tienen 4reas conocidas usandc
modelos in vivo bien conocidos en ratones, ratas, conejos
o cerdos tales como los descriptos En Tomlinson vy
Ferguson {2003), Davidson et al. (19921) £ Paddock et al.
{2003) .

Sin desear estar 1ligado a ninguna hipdtesis los
inventores consideran que la promocién d% la regeneracidn
epitelial obtenida por los TGF-B3 de Pa invencidén es
mediada por la promocidn de los monémeroé de la migracidn
de las células epiteliales. Las celulas épiteliales (cuya
migracidén se ha promovido) en consecuenc#a son capaces de

repoblar y regenerar el epitelio daﬁado‘més rdpidamente

!
que los que ocurre en ausencla de tratamiento.

)
i
I
'
!

|
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Se apreciard gque la promocidén de Ya regeneracidn
epitelial usando los TGEF-B3 de la invencidn puede ser
util para inducir la reepitelizacidn efectiva en
contextos en que la respuesta de reepitelizacidn esta
alterada, inhibida, retardada o defectuosa de algin otro
modo. La promocidn de la regeneracidn epitelial también
se puede efectuar para acelerar la tasa dL respuestas de
regeneracién epitelial normal o defectuosa de los
pacientes que sufren de dafo epitelial X

Existen muchos contextos en los dgue ia respuesta de
reepitelizacién del cuerpo puede ser defectuosa. Por
ejemplo, la reepitelizacidn defectuosa !de la piel es
asocia con patologilas tales como pénfig&, enfermedad de
Hailey-Hailey (pénfigo Dbenigno familiar), necrdlisis
epidérmica tdxica (TEN)/sindrome de Lyell, epidermolisis
bullosa, leishmaniasis cutanea vy querato§is actinica. La
reepiteliizacién defectucsa de los pulﬁones se puede
asociar con fibrosis pulmonar idiomatica (EPF) o)
enfermedad pulmonar intersticial. La ireepitelizacién
defectuosa del ojo se puede asociar con patologias tales
como deficiencia parcial de células médre limbicas o
erosiones corneanas. La reepitelizacién’ defectuosa del
aparato gastrointestinal o colon se pu%de asoclar con
patclogias tales como fisuras anales crdénicas (fisura de
ano), colitis ulcerativa o enfermedad de Crchn, y otros
trastornos intestinales inflamatorios. i

Tal como se establecié anteriormente,jlos TGF-pR3 de la
presente invencién se pueden usar para ﬁrevenir, reducir
o inhibir de otro modo la formacidén de kicatrices. Esta
inhibicién de la formacidén de cicaﬁrices se puede
efectuar en cualgquier sitios del cue?po y cualquier
tejido u dérgano, gque incluye piel,i ojo, nervios,

tendones, ligamentos, musculo y cavidad éral (que incluye

|
[
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los labios y el paladar), asi como oOrganos internos (tal
como higado, corazédn, cerebro, cavidad abdominal, cavidad
pélvica, cavidad toracica, intestines Y tejido
reproductor). En la piel, el tratamiento pﬁede mejorar el
aspecto macroscodpico y micreoscdpico de las cicatrices;
desde el punto de wvista macroscédpico |las cicatrices
pueden ser menos visibles y combinarse con la piel
circundante, desde el punto de vista microscopico las
fibras de <coladgeno de la cicatriz puéden tener una
morfologia y organizacidén que es mas similar que la de la
piel circundante. Se debe entender que |la prevenciodn,
reduccidén o inhibicidén de la formacidén, de cicatrices
dentro del contexto de la presente invencidn abarca

cualquier grado de prevencién, reduccidén j© inhibicién in

formacidén de cicatrices en comparacién con el nivel de
formacidén de cicatrices gque ccurre en la herida control
tratada y no tratada (definida en otra parte de 1la
memoria descriptiva). Exceptoe cuando ?l contexto 1lo
requiera 1lo contrario las referencias ;a "prevencidén',
"reduccidén" o "inhibicién' de la formacién de cicatrices
se pueden toma como mecanismos equiv%lentes que se
manifiestan en la actividad de an%i—formacién de
cicatrices. |

La prevencién, reduccidén o inhibicién|de formacidn de

cicatrices dérmicas obtenida usanqo métodos Y
medicamentos de la invencidn se puede eéaluar y/0 medir
con referencia al aspecto microscopico 0, con
preferencia, macroscépico de una cicatriz tratada en
comparacién con el aspecto de una cicatriz no tratada.
Con més preferencia al preﬁencién, reduc%ién o inhibicién
de 1la formacién de cicatrices se puede evaluar con
referencia al aspecto tanto macroscépico COmo

microscdpico de un cicatriz tratada. Para los presentes
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fines una "cicatriz tratada™ se puede dﬁfinir como una
cicatriz formada por la curacién de una herida tratada,
mientras que una "cicatriz no tratada” se puede definir
como una cicatriz formada por la curaciéA de una herida
no tratada, o una herida tratada con placebo o atencidn
estandar. Las cicatrices de comparacién| adecuadas con
preferencia se pueden emparejar con la cﬁcatriz tratada

con respecto a edad, sitio, tamafo de la cicatriz y el

paciente.

Al considerar el aspecto macroscépico de una cicatriz
resultante de una herida tratada, se pdede evaluar el
grado de formacién de cicatrices, y en consecuencia la
magnitud de cualquier prevencién, inhibicién o reduccidn
de la formacidén de cicatrices obtenida con referencia a
algunos de muchos pardmetros.

Los parametros adecuados para la evaluacidn
macroscépica de cilcatrices pueden incluir{

i) Colozx de la cicatriz. Coﬁo se indicéd
anteriormente, las cicatrices normalmente pueden ser
hipopigmentada o hiperpigmentada con reséecto a la piel
circundante. La inhibicién o reduccién deila formacidén de
cicatrices se puede demostrar cuando larpigmentacién de
una cicatriz tratada se aproxima més estrechamente a la
de. piel sin cicatrices que 1la pigmeLtacién de una
clcatriz no tratada. De modo similar, | las cicatrices
pueden ser mas rojas que la piel circundante. En este
caso la 1nhibicién o reduccién de 1% formacidén de
cicatrices se puede demostrar cuando el ehrojecimiento de
una cicatriz tratada se atenla mas temprano o més
completamente, © se asemeja mas estrechamente al aspecto

[

de la piel circundante, en comparacidn con una cicatriz

no tratada. |

|
'
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ii) Altura de 1la cicatriz. Lgs cicatrices

normalmente pueden estar elevadas e} hundidas en

comparacién con 1la piel circundante. L? inhibicidén o
reduccién de la formacién de cicatr%ces se puede
demostrar cuando la altura de una cicatriz tratada se
aproxima més estrechamente a la de |una piel sin
cicatrices (es decir, ni 1levantada ni hundida) que a la

altura de una cicatriz no tratada.

iii) Textura superficial de la |cicatriz. Las

cicatrices pueden tener superficies que son relativamente
!

mas suaves gque la piel circundante (gque genera una
'
. . . i .
cicatriz con un aspecto '"brillante") ? que son mas
rugosas gque la piel circundante. La‘ inhibicién o

reduccién de la formacidn de cicatrices se puede

demostrar cuando la textura de superficie |de una cicatriz

tratada se aproxima mas estrechamente a !la de una piel

sin cicatrices dque a la textura de superficie de una

composicién vy

]
cicatriz no tratada. i
iv) Rigidez de la cicatriz. La|

estructura anormales de las cicatrices hacen que estas
sean normalmente mas rigidas que la piei no danada que
rodea la cicatriz. En este caso, la inhibicidén o
reduccién de la formacién de cicatﬁices se puede
demostrar cuando la rigidez de una cicatriz tratada se
aproxima mas estrechamente a la de una piel.

Una cicatriz tratada con prefereAcia demostraré
prevencién, inhibicién o reduccidén de la formacidén de
cicatrices evaluada con referencia a al menos uno de los
parametros de evaluacién macroscéﬁica expuestos
anteriormente. Con mas preferencia, una cicatriz tratada
puede demostrar una formacidén de cicatTices prevenida,

reducida o inhibida con al menos dos de;los parémetros,

aun con mas preferencia al menos tres de' los parametros,

|
|
|
|
|
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y con maxima preferencia con los cuatro |parametros. Se

puede realizar una evaluacidén glcobal de la formacidn de
cicatrices usando, por ejemplo, una jescala visual
analdégica o una escala de evaluacién digital.

Los parametros adecuados para la evaluacion
microscoépica de las cicatrices pueden incl?ir:

i) Espesor de fibras de la matriz extrécelular (ECM) .
Las cicatrices normalmente contienen fibraé de la ECM més
delgadas gque las halladas en la piel ciécundante. Esta
propiedad es aun mas pronunciada en el caso las
cicatrices queloides e hipertréficas. La: inhibicidén o
reduccién de la formacién de cicatri?es se puede
demostrar cuando el espesor de las fibras‘de ECM de una
cicatriz tratada se aproxima mas estrechaménte 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.

ii) Orientacidn de Las fibras de ECM.| Las fibras de
ECM halladas en las cicatrices tienden a exhibir un mayor
grado de alineamiento entre si que las halladas en la
piel sin cicatrices (que tienen una orientacidén al azar
frecuentemente denominada como "tejido de {canasta"). La
ECM de las cicatrices patolégicas tales como cicatrices
gueloides e hipertrdéficas pueden exhibir |orientaciones
aun  mas andmalas, con frecuencia forman grandes

"espirales" o "capsulas" moléculas df ECM. Por
i

. . o Ly
de cicatrices se puede demostrar cuando la orientacidn de
|
las fibras de ECM en una cicatriz tratada se aproxima mas

consiguiente, la inhibicidén o reduccidén de la formacidn

. |
estrechamente a la orientacién de las fibras de ECM
halladas en la piel sin cicatrices que a ga crientacidn
de dicha fibras en una cicatriz no tratada.

|
|
i
i
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iii) Composicién de. ECM de la | cicatriz. La
composicién 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 éonsecuencia la
inhibicién o reduccién de la formacién de cicatrices se
puede demostrar cuando la composicidon de | las fibras de
ECM de la dermis de una cicatriz tratada se aproxima més
estrechamente a la composicién de dichas éibras halladas
en la piel sin cicatrices gque a la composicidén hallada en
una cicatriz no tratada.

iv) Celularidad de 1la cicatriz. llas cicatrices
tienden a contener relativamente menos células gue la
piel sin cicatrices. En consecuencia se apreciard que la
inhibicién o reduccidn 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 c¢on preferencia demostrarad la

prevencién, reduccidén o inhibicién de laI formacién de
. . . |
cicatrices evaluada con referencia a al menos uno de los

parametros de la evaluacidén microscdpica expuesta
anteriormente. Con mds preferencia a cicatriz tratada, se
puede demostrarrla prevencién, reduccidén ol|inhibicidn de
la formacién de cicatrices con referencia % al menos dos
de los parametros, aun con mas preferenciatal menos tres
de los paradmetros, y con maxima preferencié a cuatro de
estos paradmetros. _ l
La prevencidén, reduccidén o inhibicién d% la formacién

de cicatrices de una herida tratada se puede evaluar

adicionalmente con referencia a parametros adecuados en:




|
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i) evaluacidn clinica macroscégica de las

cicatrices, en particular la evaluaciodn de|las cicatrices
en un sujeto;

ii) evaluacién de imagenes fotograficas de las

cicatrices;

1ii) evaluacidn de moldes de silico&a 0o moldes de

plastico positiveos hechos de molde de silicona de las

clcatrices; y l

|

iv) evaluaclidn microscoOpica de las cicatrices, por
ejemplc por analisis  histoldgico de ia estructura
microscédpica de las cicatrices. \

Se apreciard que la prevenciédn, reducciég o inhibicidn
de la formacién de cicatrices de una heridaltratada puede
estar indicada por la mejora de unc o© mis de dichos
parédmetros adecuado, y que en el caso de la prevencién,

reduccién o inhibicidén evaluada con referencia a diversos

paréametros, que estos parametros se pueden combinar en

4

diferentes esquemas de evaluacidn (por ej!, reduccidn,
inhibicién o mejora de al ﬁehos un parémetrg usado en la
evaluacidén macroscdpica y al menos un parémetro usado en
la evaluacidn microscédpica).

La prevencidn, reducciédn o inhibicién de|{la formacién
de cicatrices se puede demostrar por una mejora de uno o
mas de los parametros que indican que una cicatriz
tratada se aproxima més estrechamente a ila piel sin
cicatrices con referencia a los paramettros seleccilonadcs
que una cicatriz no tratada o control.

Los parametros adecuados para la medicidn |y evaluacidn
clinica de las cicatrices se pueden selecciohar sobre la
base de una variedad de medidas o evaluéciones que
incluyen las descriptas por Beausang et al 61998) y van

Zuijlen et al (2002).

|

|

i
Normalmente, los parametros adecuados puedeén incluir:



1. Evaluacidén con respecto a la |escala visual

analégica (VAS) de clasificacidén de cicatriz.

La prevenciodon, reduccidén o inhibicidn ﬁe la formacidn
de cicatrices se puede demostrar por una Qeduccién en el
puntaje de la VAS de una cicatriz trathda cuando se
compara con una cicatriz control. Una VAS| adecuada para
usar en la evaluacidn de las cicatrices selpuede basar en
el método descripto por Beausang et al (1993).

Altura de la cicatriz, ancho de la cicaériz, perimetro
de cicatriz, area de cicatriz o volumen de Ficatriz.

La altura y el ancho de las cicatriFes se pueden
medir directamente en el sujeto, por ejemplo, por el uso
de dispositivos de medicién manual tales como calibres.
El ancho, el perimetro y el area de la cicatriz se pueden
medir directamente en el sujeto o por anél%sis de imagen
de las fotografias de la cicatriz. Los expe#tos conoceran
los métodos y dispositivos no invasivos éue se pueden
usar para investigar parémetros adecuados,!que incluyen
moldeado en silicona, ultrasonido, perfilohetria 6ptica
tridimensional e imAgenes de resonancia magﬁética de alta

resolucidn. : ;

La prevencidén, reduccién o inhibicién de! la formacién
de cicatrices se puede demcstrar por una |reduccidn de
altura, ancho, 4&rea o volumen, o cualgquiera de sus

combinaciones de una cicatriz tratada en comparacidn con

|
una cicatriz no tratada. !

3. Aspecto y/o color de la cicatriz éomparada con
1
la piel circundante sin cicatrices

E1l aspecto o color de una cicatriz tratada se puede

[
comparar con el de la piel circundante sin cicatrices, y

las diferencias (si existen) se -compararon con la

|
diferencia entre el aspecto y el color de las cicatrices

i
i
l
|
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no tratadas y la piel sin cicatrices. Dicha comparacién
se puede realizar sobre la base de una evaluacidn visual
de las cicatrices respectivas y la piel sin cicatrices.
El aspecto de una cicatriz se puede compaﬁar con la piel
sin cicatrices con referencia a si la cicatriz es mas
clara o mds oscura qgue la piel sin cicatrices. Los
colores respectivos de las cicatrices y la piel pueden
estar perfectamente emparejados entre si,}] relativamente
mal emparejados, obviamente mal eﬁparejados fo!
extremadamente mal emparejados.

En forma alternativa o adicional a |la evaluacién
visual, existen numerosos dispositivos col%rimétricos no
invasivos que pueden proporciocnar datos con{respecto a la
pigmentacién de las cicatrices y piel sin cicatrices, asi
como del enrojecimiento de la piel (qgue |puede ser un
indicador del grado de vascularizacidén presente en 1la
cicatriz o la piel). Los ejemplos de dichoé dispositivos
incluyen Minolta Chronameter CR-200/300; Labscan 600; Dr.
Lange Micro Colour; Derma Spectrometer; me&idor de flujo
laser-Doppler; 1% analisis especﬁrofotémetrico

: [
intracutédneo (SIA). !
'
|

La prevencién, reduccién o inhibicién de; la formacidn

de cicatrices se puede demostrar por una menor magnitud
. . | '
de diferencia entre el aspectc o el coler de las

cicatrices tratadas y la piel sin cicatrices que entre
' I
las cicatrices no tratadas y la piel sin cic?trices.

. . . . L. o
4, Distorsidén de la cicatriz y desemp?no mecanico

La distorsién de la cicatriz se puede evaluar por la

|

comparacién visual de una cicatriz vy %a piel sin

cicatrices. Una comparacién adecuada puede clasificar una
!

cicatriz seleccionada comc que no causal distorsidn,
|

distorsidn leve, distorsion moderada o distorsidn severa.
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El desempefic mecanico de las <cicatrices se puede

evaluar usando varios métodos y dispositivoes no invasivos
basados en succidn, presidn, torsidn, tensidén y acustica.
Los ejemplos adecuados dque incluyen lo? dispositivoes
conocidos que se pueden usar en la %valuacién del

desempefio mecanico de las cicatrices| incluyen el

|
indentoémetro, cutémetro, reviscémetﬁo, analizas
viscoeldstico de la piel, Dermaflex, durémétro, medido de
torque térmico, elastdmetro. ‘

La prevencidn, reduccidén o inhibicidn dL la formacidn
de cicatrices se puede demostrar por una reduccidén de la
distorsidén causada por las cicatrices| tratadas en
comparacién con la causada por las cicatrices no

tratadas. Se apreciard gque la prevencién, reduccidén o

inhibicién de 1la formacidén de cicatrices se puede

demostrar por el desempefio mecdnico de| la piel sin
[
cicatrices que es mas similar al de las cicatrices

tratadas que al de las cicatrices no tratadas.

5. Contorno de la cicatriz y textura de la
cicatriz

El conteorno de la cicatriz se puede investigar‘ por
medic de la evaluacidn visual. Los parametros adecuadcs
para considerar en dicha evaluacidn in%luye si una
cicatriz estd nivelada o no con la piel circundante,
ligeramente sobresalientes, ligeramente hendida,
hipertréfica o queloide. La textura de ung cicatriz se

puede evaluar con referencia a aspecto de la cicatriz, y

esto se puede realizar por-una evaluacidn visual respecto
|

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

tiene aspecto rugoso o liso en Comparacié% con la piel

sin cicatrices. %
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La textura de la cicatriz se lpuede evaluar
adicionalmente con referencia a si la ci#atriz tiene la
misma textura que la piel sin cicatrices (textura
normal), es solo palpable, firme o dura |en comparacién
con la piel sin cicatrices. La textura de|las cicatrices

también se puede evaluar con referencia a la escala de

Hamilton (descripta en Crowe et al, 1998).

Ademés de las técnicas expuestas ;anteriormente,
existen NUMErosos dispositivos perfiiométricos no
invasivos gque usan métodos optices o mecdnicos para la
evaluacidén del contorno y/¢ la textura de la cicatriz.
Dichas evaluaciones se pueden llevar a cago en el cuerpo
del sujeto o, por ejemplo, en impresiones de molde de
silicona de las cicatrices, o en moldes pﬂsitivos hechos
con estas impresiones. f

La prevencién, reduccién o inhibicién dF la formacidn
de cicatrices se puede demostrar en el cdso de que las
cicatrices tratadas tengan perfiles y textJra de cicatriz
mas comparables con 1la piel sin cicatrices que las
cicatrices no tratadas.

Evaluaciones fotograficas

Panel de posicidn independiente

La evaluacién fotografica de las cicatrices tratadas y
no tratadas puede ser realizada por un panél de asesores
de posicién independiente y las | fotografias
estandarizadas vy <calibradas de las cicatrices. Las
cicatrices pueden ser evaluadas por un panel de posicidn
independiente para proporcicnar datos de clésificacién en
categorias (por ej., gque una cicatriz \tratada dada
"mejor", "peor” o "no diferente" cuando se compara con
una cicatriz no tratada) y datos cuantitatiJos usando una

escala visual analégica  (VAS) basada en el método

descripto por Beausang et al (1998). La cap%ura de estos

|
|
|
|
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datos pueden wutilizar programas de computacién y/o
. o . L
sistemas electrdénicos adecuados descriptos en la

solicitud de patente en tramite de los scolicitantes.

l

La evaluacidn fotografica de las cicatrices tratadas vy

Panel de expertos

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

exXpertos con preferencia consiste en experto en el arte

tales como cirujanos plasticos Yy clentificoes de
antecedentes adecuados. ‘

Dicha evaluacidn puede proporcionar datos de
categorizacién, comc se describid antes o con respecto a
la comparacidén de imdgenes con el transcurso del tiempo
de cicatrices tratadas y no tratadas seleccionadas.

Las evaluaciones adecuadas realizadas p%eden incluir:

La identificacién de la mejor cicatriz, que a los
fines de la presente invencidén se puede coﬁsiderar gue es
la cicatriz gque se aseme’ja mas estrechameénte a la piel
circundante. Una vez que la mejor cic?triz ha sido
identificada se puede considerar la | magnitud de
diferencia entre las cicatrices, por ejemplce es la
diferencia entre las cicatrices leves u |obvias. Otros
parametros gque se pueden considerar incluyen el tiempo

. . . . C cob
mas 1inmediato despues la formacidn de cicatriz en el que
se pueden detectar diferencias entre las cicatrices, el
tiempo después de la formacidn en que la diferencia entre
las cicatrices es mds cbvia (o alterdativamente el
hallazgo de que la diferencia continula después del ultimo
punto de tiempo evaluado), asi como congiderar si la

cicatriz mejor permanece o no en forma consﬁante mejor.

I
[
|
I
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También se toma en consideracidn si una cicatriz es o
no proporcionalnmente mads roja que la otra, y si el
enrojecimiento se atenta en los tiempo de tiempo
considerados (o continua después del ﬁﬂtimo punto de
tiempo) y si1 es asi, a qué tiempo después qe la formacidn
de la cicatriz. Un panel experto también p+ede considerar
en qué tiempo después de la formacidén se hHace detectable
cualgquier diferencia de enrcojecimiento, | asi como el
tiempo después de la formacidén en que la'diferencia de
enrojecimiento es mas obvia. l

Un panel experto también puede considerar si una
cicatriz tratada o no tratada es o no proporcicnalmente
mas blanca que la piel sin cicatrices. En €l casc gue sea
detectakble una diferencia en la blancura se puede tomar
en consideracidn el tiempc después de la formacidn de la
cicatriz en que se puede detectar la diferencia, el
tiempo en que la diferencia es mads obvia y el tiempo en
gue la diferencia desaparece. !

Otro parémetro que puede ser evaluado p?r un panel de
expertos es 1la textura de cicatrices ﬁratadas y 1o
tratadas. En la comparacién de cicatricesitratadas y no
tratadas panel de expertos puede considerar cual de 1las
cicatrices tiene la mejor textura de pilel, !el tiempoc mas
inmediato después de la formacidén de la cicatriz en que
se puede detectar cualgquier diferencia |presente, el

tiempo posterior a la formacién en que <cualquier

|

t
La comparacién de cicatrices tratadas y no tratadas

diferencia es mas obvia, y el tiempo en gque cualquier

diferencia desaparece.

puede evaluar adicionalmente, cudl de las (cicatrices es

mas angosta, y cudl de las cicatrices es mas corta.

|
1
También se puede tomar en consideracidén la forma de 1la

|
cicatriz y la proporcidn del margen de la cicatriz que se

|
|
’ .
|

>
\©



48

puede distinguir de la piel circundante. Como se
describid previamente también se pueden considerar las
evaluaciones visuales vy las evaluaciones de color,
presencia, grado y ubicacién de la hiperpigmentacién.
Como se 1indicd anteriormente, una de las maneras en
que se puede comparar la calidad de }as cicatrices
tratadas y no tratadas es por la evaluacién microscépica.
La evaluacién'microscépica de la calidad de la cicatriz
normalmente se puede llevar a cabo us%ndo secciones
histolégicas de las <cicatrices. El p%oceso de 1la
evaluacién y medicién microscédpica de ias cicatrices

puede tomar en consideracién los datos de‘categorizacién

basados en los siguientes parametros adecuados:

1. Restitucidn epidérmica. Se debe prestar
atencidn particular al grado de restauracidén de las
crestas interpapilares y el espesor de! la epidermis

b

restaurada.

2. Angiogénesis e inflamacién. Se pﬁede tomar en
consideracidén el numero de vasos sanguineog presentes, el
tamafio de los vasos sanguineos presentes y la evidencia
de inflamacidn, que incluye una evaluacié% de cualquier
nivel de inflamacién presente.

|
3. Organizacién del coldgenc. En la evéluacién de 1la

organizacién del coldgenoc se puede hacer!referencia de
las fibras de colageno presentes en la| cicatriz, la
densidad de dichas fibras y el grosor dé la fibra de
coldgeno en la dermis papila y reticular.

!

4. La evaluacidén de la escala vwvisual apalégica (VAS}

de la organizacion del coldgeno para la de%mis papilar y




49

para la dermis reticular también puede proporcionar un

indice de la calidad de la cicatriz.

5. Otros rasgos due se pueden tomar en cuenta para
evaluar la calidad microscéodpica de ias cicatrices
incluyen la elevacidn o depresidn de la cicatriz respecto
de la piel circundante sin cicatrices y l? prominencia o
visibilidad de la cicatriz en la interfaz dérmica normal.

|

6. Se observard que las evaluacio%es descriptas
anteriormente permiten la generacidén |de datos de
clasificacién de cicatrices que permiten pkoporcionar una

indicacidén respectc de si una cicatriz tratada es mejor,

peor o no diferente comparada con una cicatriz control,
|

],

6n, se pueden

no tratada u otro comparador adecuadc.

Ademas de los datos de categorizaci
generar datos cuantitativos (con preferenc%a relacionados
con los parametrcs anteriores) usando ané}isis de imagen
en combinacién con técrnicas de visualiza¢ién adecuadas.

|

Los ejemplos de técnicas de visualizaciéﬁ adecuadas que
se pueden emplear en la evaluacidén de laicalidad de la
clcatriz son tinturas histoldgicas o de ﬁnmunomarcacién
especificas, en donde se pued% determinar
cuantitativamente el grado de tincidén o marcacidn por
analisis de imagen. ‘

Los datos cuantitativos se pueden probucir en forma
util y facil en relacidén con los siguienteg parametros:

1. Ancho, altura, elevacildn, Volumén y éarea de la

1
cicatriz. :
. . . [

2. Espesor epitelial y &rea de cobertura (por

ejemplo, el area de epidermis presente en,una cicatriz o

. . b e
la proporcidén de una herida con cobertura epidérmica).
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3. Numero, tamario, &area {(es decir, ltransversal) vy

4. Grado de inflamacidn, nuamero,

ubicacidén de los vasos sanguineos. ~
! ubicacidén vy

poblaciones/tipos de células inflamatorias]presentes.

5. Organizacion del coldgeno, espesor de la fibra
de colageno, densidad de la fibra de coléageno.

La prevencién, reduccidén o inhibicién de la formacién

de cicatrices se puede demostrar por !un cambio en

1
cualguiera de los parametros con51derados‘anterlormente,

de modo que 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 pardmetros descriptos son adecuados
para las comparaciones de los efectos de‘los péptidos o

medicamentos de la invencidén en comparacidén con el

. c ol .
tratamiento control, placebo o atenc1o? estandar en

animales o humanos. Se pueden usar pruebds estadisticas

apropiadas para analizar los conjuntos de datos generados

a partir de diferentes tratamientos a fin de investigar

la significacién de los resultados. 1
|

Con preferencia la prevencidn, reduccidédn o inhibicién

de la formacidén de cicatrices se puede. demostrar con
|

referencia a més de un paradmetro. Con mas ﬁreferencia, la

prevencion, reduccidén o inhibicidén de la formacién de

|
cicatrices se puede demostrar con referencia a un-

paradmetro clinico (es decir, observado en el sujeto) y un

|
parametro fotografico. Aun con mas preferencia la

prevencién, reduccidén o inhibicidén de la formacién de
x

cicatrices se puede demostrar con re@erencia a un

parametro clinico, un parametro fotografico y también un

\
parametro de evaluacién microscdpica (por ejemplo un
\

pardmetro histoldgico). Con maxima pﬁeferencia, la

prevencién, reduccidn o inhibicién de 1la formacidén de
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cicatrices se puede demostrar con referencia a un puntaje
de VAS clinico, puntaje VAS de panel de posicidén externa
y clasificacidén (a partir de iméagenes fotograficas) vy
puntaje VAS microscédpico de la dermis retiLular.

El uso de métodos y medicamentos d? la invencién
adecuados permite producir una rapida mejbra del aspecto
cosmético de un Area lesionada asi | tratada. Las
consideraciones cosméticas son importan&es en varios

contextos c¢linicos, en particular cuando las heridas se

forman en sitios del cuerpo importantes tfles como cara,

cuellec y manos. En consecuencia la in@ibicién de 1la
formacién de cicatrices (gue con preferen%ia puede estar
en combinacién con la curacidén de heridaé acelerada) en
dichos sitios donde se desea mejorar el aspecto cosmético
de la cicatriz formada representa u%a realizacidn
preferida de la invencidn. [

Ademds de su impacto cosmético la] formacién de
cicatrices de la piel es responsable de una cantidad de
efecto deletéreos que afectan a los sufren de dicha
formacién de cicatrices. Por ejemplo, %a formacidén de
cicatrices en la piel se puede asociar an reduccion de
la funcién fisica y mecanica, en particular en el caso de
las cicatrices contractiles (tales comoj las cicatrices
hipertréficas) y/o situaciones en las qué las cicatrices
se forman en las articulaciones. En egtos casos, las
propiedades mecanicas alteradas de |la piel con

cicatrices, en contraste con la piel sin cicatrices, vy

n
|
c

1
. . . . [ .
llevar al movimiento drasticamente restringido de una

los efectos de 1la contraccién de la icatriz pueden
unioén {articulacion) efectuada de este modo. Por
consiguiente se prefiere una realizacidén en que los
medicamentos y métodos de la invencién: adecuados sean

!
usados para prevenir, reducir o inhibir !la formacidn de

i
|
|
|
|
)
|
!
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cicatrices e heridas que cubren 1las artilculaciones del
cuerpo {(con preferencia que también aceleren la curacidn
de dichas heridas). En otra realizacidn Ereferida, los
medicamentos y métodos de la invencién‘ adecuados se
pueden usar para promover la curaciép de heridas
acelerada y/o prevenir, reducir o inhibir la formacion de
cicatrices de heridas con alto riesgo |de formar una
cicatriz contréactil. ’ P

El grado de formacidn de la ciéatriz, 1Y en
consecuencia el grado de deterioro cosmét?co u otro que
puede ser causado por la cicatriz, también puede estar
influido por factores tales como la tensi?n del sitio en
gque se forma la herida. Por ejemplo, se sabe que la piel
bajo tensién relativamente alta (tal comc la gue se
extiende sobre el térax, o asociada Eon lineas de
tensidén) puede estar predispuesta a la{'formacién de
cicatrices mas graves gue en otros sitios|corporales. En
consecuencia, en una realizacidén preferida los
medicamentos y métodos de la invencié& 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 ée alta tensidn
cutdnea. Existen muchos procedimientos guirdrgicos que se

I

pueden usar en la correccién de la cicatriz para permitir
el realineamiento de las heridas y las cicgtrices de mcdo
que estas sean sujeto para la ten%ién reducida.
Probablemente el mas conocido de estos es!la "plastia en

2" en la que dos colgajos en forma de V| de la piel se

tensién. En consecuencia en una realizacién mas preferida

l
dichos medicamentos y métodos de la invencidn se usan

transponen para permitir la rotacién de una linea de

para promover la curacién de heridas 'acelerada y/o
prevenir, reducir o inhibir formacidén de cicatrices de

I
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heridas durante la correccion

cicatrices desfigurantes.

quirdrgica de las

La formacién de cicatrices patoldgicas puede tener

efectos deletéreos mads pronunciados gque sef originan como

resultado de la formacidn normal

de cicatrices

relativamente severas. Los ejemplos comunes de cicatrices

patocldgicas incluyen cicatrices

|
hipgrtréficas Y

queloides. Se reconoce que ciertos tipos| de heridas o

ciertos individuos pueden estar predispuestos a la

formacién de cicatrices patoldgicas. Por ejemplo, se

puede considerar que los individuos

de herencia

afrocaribefia, japcnesa o mongoloide, o llos que tienen

antecedentes familiares de formacidn

patoldgicas tienen riesgo aumentadoe de

de cicatrices

formacién de

cicatriz hipertréfico o quelcide. Las heri?as de nifios, y

en particular las heridas de quemaduras de
se asocian con aumento de la formaciodn
hipertréficas. Por consiguiente se

realizacidén de 1la invencidén en que los

nifios, también
tde cicatrices

prefiere una

] .
medicamentos y

métodos adecuados se usen para promover la curacién de
heridas acelerada y/o prevenir, reducir |o inhibir la
formacién de cicatrices de las heridas en has que hay un
!
riesgo aumentado de formacidn de cicatrices patolégicas.
5i bien los individuos ya sujeto de la formacidén de
cicatrices patolégicas sufren de una predilsposicidn para
la formacién de cicatriz adicional excesiva a menudo es
clinicamente necesario corregir quirdrgicamente las
cicatrices hipertréficas o queloides, éon un  riesgo
acompafiante de la consecuente formacidn jde cicatrices

consecuencia, en una realizacidn

|
preferida de la invencidn, los medicamentos y métodos

patclégicas. En

adecuados se usan para promover la curacién de heridas

|

acelerada vy/o prevenir, reducir o inhibir formacidén de

i
|
|
!
|
|
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cicatrices de heridas producidas por [la correccidn
quirurgica de cicatrices patoldgicas.

Se reconoce que las heridas resultantes de las
lesiones por quemaduras (que para los | fines de la
presente invencidén también abarcan lasR lesiones por

escaldadura que involucran los gases o ligquidos

calientes) se pueden extender en grandes Aareas de un
individual afectado de este modo. Por consiguiente, las
.
quemaduras puede originar la formacién de Ha cicatriz que
cubre una gran proporcién del cuerpo de un paciente, de
este modo aumenta el riesgo de que la ci%atriz formada
cubra A4rea de importancia cosmética eleJada (tal como
cara, cuello, brazos o mancs) o de importiancia mecéanica
(en particular las regiones que cubren o rodean a 1las
articulacicnes). Las lesiones por quemaduras causadas por
liguidos calientes con frecuencia son sufridas por los
nifios (por ejemplo como resultado del volcado de
sartenes, pavas o0 0 similares) v, deb%do al tamario
corporal relativamente mas pequefioc de los nifios, es
particularmente probable gue estas lesionés causen dano
extensc en una alta proporcién del area cogporal. En otra
realizacidén preferida de la invencidn losimedicamentos N
métodos adecuados se usan para promover #a curaclion de
heridas acelerada vy/o prevenir, reducir o inhibir
formacién de cicatrices de heridas producidas por
lesiones por quemaduras.

Comc se indicd anteriormente, la curacidén de heridas
como respuesta a las lesiones por quemaduras con
frecuencia se asocia con los resultados hdversos de la
formacidédn de cicatrices, tal como la foFmacién de las
cicatrices hipertrdéficas. Otra consecuencia del tamado
relativamente grande de las lesiones porlquemaduras es

que estas son particularmente sensibles a las
!

i
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complicaciones tales como infeccidén y desecacidn gque se
originan debido a la carencia de una capa epitelial
funciconal. A la luz de lo anterior se apreciard que los
métodos vy medicamentos de la invencién| adecuados se
pueden usar en el tratamiento de las | lesiones por

guemaduras para reducir el nivel de | formacidén de

cicatrices producidas como resultado de [la herida y/o
acelerar la reconstitucién de una barrera epitelial
funcional. \

Los inventores han hallado que le métodos y
medicamentos de la invencién que utilizan‘los TGF-33 de
la invencién son capaces de promover la re-epiltelizaciédn.
Por consiguiente dichos métodos y medicamentos son
particularmente efectivos en tratamiento| de todas las
lesiones que involucran el dafic a una cgpa epitelial.
Dichas lesiones se ejemplifica, sin limitacidén por
lesiones en la piel, en que se dafia la {epidermis. Sin
embargc se apreciaréd que dichos métodos y medicamentos de
la invencién también son aplicables a otros tipos de
heridas en las que se daflan los epitelios, tales como
lesiones gque involucran los epitelios 'respiratorios,
epitelios digestivos o epitelios circunﬁantes de los
tejldos u drgancs internos (tales como lo? epitelios del
peritoneo) .

La curacidén de las heridas que involucr?n el peritoneo
(el revestimiento epitelial de los érganos 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
ginecoldgicos o intestinales. Los inventores consideran
que la capacidad de los métodos vy InediTamentos de la

invencidén (tales como los gue comprenqen los TGF-{3

|
expuestos en las Secuencias ID Nes. 3, 5, 7, 9 o 11) para
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acelerar - la regeneracién del peritoneo a la vez que
reducir la formacién de cicatrices puede reducir la
incidencia de fijacién inapropiada de |porciones del
peritoneo entre si, y de este modoc se reduce la apariciédn
de adhesiones. Por consiguiente, el uso de |[dichos métodos
y medicamentos de la invenciodn para prevenilr la formacidn
de adhesiones intestinales o ginecoldgicas jrepresenta una

realizacion preferida de la invencidn. En|efecto el uso

de dichos métodos o medicamentos de la invencién en la
curacién de cualquier herida que involucr% al peritoneo
es una realizacidn preferida. l

Los métodos y medicamentos de la invenFién se pueden
usar profildcticamente, por ejemplo en sitios donde no
existe herida pero donde de otro modo se podria originar
una cicatriz o formarse una herida crénica. A modc de
ejemplo los medicamentos de acuerdo con la invencidn se
pueden administrar en sitios que experimgntarén herida
como resultado de procedimientos elegido§ (tales como
cirugla), o en sitios que se consideran dejalto riesgo de
herida. Se puede preferir que los medicamentos de 1la
invencidén se administren en el sitio |alrededor del
momento de la herida, o inmediatamentei antes de 1la
formacién de una herida (por ejemplo en periodo de hasta
seis horas antes de la herida) o 1los médicamentos se
pueden administrar en un tiempo inmediatamente antes de
la herida (por ejemplo hasta 48 antes de %a formacién de
la herida). Los expertos apreciardn que 1bs momentos de
maxima preferencia de administracidn ’antes de 1la
formacidén de una herida se determinaréan cdn referencia a

|

diversos factores, gue incluyen la formul%cién y via de
administracidén del medicamento seleccionadé, la dosis del

medicamento administrado, el tamaifio y naturaleza de la

. P ,
herida que se forma y el estado bioldgico del paciente

|
|
|
|
|
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(que se puede determinar con referencia a [factores tales

como edad, salud y predisposicién a las complicaciones de
curacién 0 formacién de cicatrices !adversas del
paciente). El uso profildctico de lgs métodos y
medicamentos de acuerdo con la invencidén es una
realizacidn preferida de la invencién, \% es
particularmente preferida para la promocidén de 1la
curacidén de heridas acelerada y/o prevenciQn, reduccidén o
inhibicién de la formacidn de cicatrices %n el contexto
de las heridas quirurgicas. }

Los métodos y medicamentos de la inv%ncién también
pueden promover la curacidén de heridas acélerada y/o la
formacién de cicatrices inhibida si se administra después
de que se ha formado una'herida. Se prefiere que dicha
administracidén deberia ocurrir tan temprano como sea
posible después de la formacidn de la he{ida, pero los
agentes de la invencién pueden promover la curacidén de
heridas acelerada y/o prevenir, reducir o inhibir
formacidén de cicatrices en cualquier momento hasta gque se
haya completado el proceso de curacidn (es:decir, incluso
en el caso de una herida ya se haya curadq parcialmente,
los métodos y medicamentos de la invenciénise pueden usar
para promover la curacidédn de heridas |acelerada y/o
prevenir, reducir o inhibir formacién |de cicatrices
respecto de la porcién no curada restante)|. Se apreciaré

que la "ventana" en que se pueden usar |los métodos vy

medicamentos de la invencidén para promoverlla curacidn de
heridas acelerada y/o prevenir, reducir o inhibir
formacidén de cicatrices depende de la na%uraleza de la
herida en cuestidén (que incluye el grado ge dafio que ha
producido y el tamafio del &rea herida). Dé este modo en
el caso de una herida graﬁde los métodos?y medicamentos

. . P i,
de la invencién se pueden administrar relativamente tarde

!
!
|

Y,
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. N
en la respuesta de curacidén, ya que ain pueden promover

la curacién de heridas acelerada y/o prevenir, reducir o

inhibir formacién de cicatrices. Lo? métodos V%
médicamentos de la invencién, por ejemplo, con
preferencia se pueden administrar dentro de las primeras
24 horas después de que se forma una herida, pero aun

pueden promover la curacidédn de heridas jacelerada vy/o

prevenir, reducir ¢ inhibir formacidén de c%catrices si se
administran hasta diecz, © méas dias despuésjde la herida.

Los métodos y medicamentos de lé invencidén se pueden
administrar en una o mas ocasiones, segun icorresponda, a
fin de promover 1la curacién de heridas |acelerada y/o
prevenir, reducir o inhibir formacién de éicatrices. Por
ejemplo, se pueden administrar cantidades
terapéuticamente efectivas de los medicamentos a una
herida tan frecuentemente comoc  se reguiera hasta
completar el proceso de curacidén. A modo de ejemplo, los
medicamentos de la invencidn se pueden administrar
diariamente o dos veces por dia a una herida durante al
menos los primeros tres dias posteriores a la formaciédn
de la herida. .

Con maxima preferencia los métodos y deicamentos de
la invencidén se pueden administrar tanto antes come

!
después de la formacidén de una herida. Los  inventores han
hallado que la administracién de los medicamentos de la
invencién inmediatamente antes de la formacién de una
herida, seguido por la administracién di?ria de dichos
agentes en los. dais posteriores a lé herida, es
particularmente efectivo para promover ﬁa curacién de
heridas acelerada vy/¢ prevenir, reducir o inhibir
formacién de cicatrices.
|

Para los fines de la presente memoria descriptiva por

|
"agente" o "agente de la invencién"” se entiende TGF-p3 de

|
|
[

I
¢
.
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la invencién biolégica o terapéuticamente activo, los
fragmentos bioldgica o terapéuticamente Qctivos de los
TGF-f3 de la invencidén; y/o los deri%ados actives
biolégica © terapéuticamente activos de lo% TGF-B3 de 1la
invencién. Los agentes de la invencidn también pueden
incluir lo &acidos nucleicos que codifican;los TGF-B3 de
la invencién {o £fragmentos o derivados !de este). Se
apreciard que todos estos agentes se pueden incorporar en
los medicamentos de acuerdo con la invencign, y se pueden
usar en los métodos o usos de la invenciodn.

Se apreciard que la cantidad de un medicamento de 1la
invencidén que se debe aplicar a una herida depende varios
factores tales comoe la actividad biolégica Y
bicdisponibilidad del agente presente en eg medicamento,
que a su vez depende, entro otros faétores, de la
naturaleza del agente y el meodo de administracidén del
medicamento. Otros factores para determinar una cantidad
terapéutica adecuada de un medicaménto pueden incluir:

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

B} La patologia especifica tratada (pbr ej., herida
aguda o heridas croénicas).

C) La edad del sujeto.

La frecuencia de administracién t?mbién estaré
influida por los factores mencionados anteiiormente Yy en
particular la vida media del agente elegido dentro del
sujeto tratado. |

En general cuando se usan los medicamentos de acuerdo

con la invencidén para tratar heridas gxistentes, el

I
E
produzca la herida (o en el caso de las peridas que no

medicamento se deberia administrar tan pronto comoc se
sean inmediatamente evidentes, tales como las de 1los
sitios corporales internos, tan pronto como la herida ha

sido diagnosticada). La terapia con los métodos o©

0
i
r
|
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medicamentos de acuerdo con la invencidén deberia
continuar hasta que el proceso de curacidnj sea acelerado
y/o prevenido, reducido o inhibidc la | formacidn de
cicatrices hasta la satisfaccién del médico.

La frecuencia de administracién depend%ré de la wvida
media bioldégica del agente usado. Normalmerte se deberia
administrar una crema o ungiento que contiene un agente
de la invencidn a un tejido blanco de| modo que 1la
concentracién del agente en una herida se mantenga en un

nivel adecuado para tener un efecto terapéutico. Esto

1
puede requerir la administracién diaria o Fncluso varias
veces por dia. I

|

Los medicamentos de la invencidn, se pueden
administrar por cualguier via adecuada capaz de obtener
el efecto deseado de promover la curacidn be heridas y/o
prevenir, reducir o inhibir la formacidn ge clcatrices,

pero se prefiere gue los medicamentos se administren en

|

Los inventores han hallado que 1la promocidén de 1la

forma local en un sitio de la herida.

curacidén de heridas acelerada y/o prevencién, reduccién o
inhibicién de 1la formacidn de cicatriFes se puede
efectuar por la administracién de un |agente de 1la
invencidén por inyeccidn en el sitio de la herida. Por
ejemplo, en el caso de las heridas dérmicag, los agentes

de la invencidén se pueden administrar |por medio de

inyeccidn intradérmica. En consecuencia un medicamento

preferido de acuerdo con la invencién !comprende una
solucién inyectable de un agente de la invencién (por
ej., para la inyeccidén alrededor de los ﬁérgenes de un
sitio de danc epitelial o un sitio con prqbabilidades de
dafio) . Las formulaciones adecuadas para |usar en esta

realizacidén de la invencidén se consideran a continuacién.




. y

En forma alternativa o adicional, los medicamentos de la
invencidén también se pueden administrar en forma tépica
para promover la curacién de heridas| acelerada y/o
prevencién, reduccidén o inhibicién de la formacidédn de
cicatrices. Dicha administracién se pued% efectuar como
parte de la atencién inicial y/o de seguimiento del &area
herida.

Los inventores hallan gque la promocién de la curacion de
heridas acelerada y/o prevencidn, reducciénlo inhibicidén de
la formacidén de cicatrices esta particul?rmente mejorada
por la aplicacién tépica de un agente de la invencién a una
herida (o, en el caso de la aplicacidén profilactica a un
tejido o sitio donde se forma una herida).

Las composiciones o los medicamentos que contienen los
agentes de la invencidén pueden adoptaf muchas formas
diferentes que dependen en particular de la manera en gue
estos se usan. En consecuencia, por ejemp%o, estos pueden
estar en forma de un ligquido, ungUenﬂo, crema, gel,
hidrogel, polvo o aerosol. Todas estas composicicnes son

l
adecuadas para la aplicacidén tédpica a una herida, que es un
medio de administracidén preferido de log agentes de la
invencidédn a un sujeto (persona o animal) |que necesita el
tratamiento.

Los agentes de la invencidn se pueden pﬁoporcionar en un
vendaje o parche esmeril, que se puede usar para cubrir una
herida u otro sitio de dafio epitelial tratabo.

Se apreciard que el vehiculo de una | composicidn que
comprende los agentes de la invencién deber uno gque sea

bien tolerado por el paciente y que permita la liberacidn

del agente a la herida. Dicho vehiculo con preferencia es
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biodegradable, bioresolvible, bioresorbible y/o no
inflamatorio.

Los medicamentos y las composiciones que comprenden los
agentes de la invencidén se pueden usar delvarias maneras.

En consecuencia, por ejemplo, una composicidén se puede

aplicaren la herida y/o alrededor de ella a| fin de promover
la curacién de heridas acelerada y/o preﬁenir, reducir o
inhibir formacidén de cicatrices. 8i lag composicidén se
aplica a una herida ‘"existente", entonées el wvehiculo

aceptable para uso farmacéutico sera ; uno que sea

relativamente "moderade", es decir, un vehiculo gue es
biocompatible, biodegradable, bioresolivible \% no
inflamatorio.

Un agente de la invencidn, o un dcido nucleico que
codifica dicho agente (como se considera también a
continuacidén), se puede incorporar en un| dispositivo de
liberacién lenta o retardada. Dichos dispositivos, por

ejemplo, se pueden colocar sobre la piel o|insertar debajo

de ella y el agente o &cido nucleico se puede liberar
durante dias, semanas o aun meses. Dicho dgspositivo puede
ser particularmente util para los pacientes (tal como los
que sufren de heridas crénicas) que requieren la prdmocién
de la curacidén de heridas acelerada y/o prevehcién,
reduccién o inhibicidén de 1la formacidn ée clicatrices a
largo plazo. Los dispositivos pueden ser |particularmente
ventajosos cuando se usan para la administfacién de agente
0 &cido nucleico gque normalmente requeriria administraciodn
!

frecuente {(por ej., al menos administracién diaria por

otras vias).

|
|
f
|
|
|
|
|
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Las dosis diarias de un agente de la invencidn se pueden

dar como administracién unica (por ej.,| una aplicacidn
diaria de una formulacidén tdépica o una inyeccidn diaria).

Alternativamente, el agente de la invenciéP puede requerir

o ., 3 | .
administracidén dos veces o mas durante un dia. En otra

alternativa, se puede usar un dispositivo de Iliberacidn

lenta para proveer dosis Optimas de un agente de la
!

invencidén a un pacilente sin la necesida? de administrar
|

|

En una realizacidén un vehiculo farmacéutico para la

l

administracién de un agente de la invencidén puede ser un

dosis repetidas.

liguideo y una composicidén farmacéutica ade@uada en forma de
solucidén. En otra realizacidén, vehiculo aéeptable para uso
farmacéutico es un sélido y una composicﬂén adecuada esta
en forma de un polvo o comprimido. En| una realizacidn
adicional el agente de la invencién se puede formular como
parte de un parche transdérmico aceptable para uso
farmacéutico. '

Un vehiculo sélido puede incluir una |o mas sustancias
que también pueden actuar como agen%es saborizantes
lubricantes, solubilizantes, agentes de suspensioén,
rellenos, deslizantes, auxiliares de compresién,
aglutinantes o agentes de .desintegracién de comprimidos;
también puede ser un material de enc?psulado. En los
polvos, el vehiculo es un sélido finam%nte dividido que
estd en una mezcla con el agente de la invencién finamente
dividido. En los comprimidos, el agente de la invencidn se
mezcla con un vehiculo gque tiene la$ propiedades de

compresidén necesarias en proporciones | adecuadas y se

compactan en la forma y tamano deseados. Los peolvos y
|
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comprimidos con preferencia contienen hasta 99% del agente
de la invencién. Los vehiculos sdélidos adetuados incluyen,
por ejemplo, fosfato de calcio, estearato de magnesio,
talco, azlcares, lactosa, dextrina, almiddn, gelatina,
celulosa, polivinilpirrolidina, ceras de| fusién baja vy
resinas de intercambio idnico. |

Los vehiculos liquidos se pueden usar para preparar
soluciones, suspensiones, emulsiones, jarébes, elixires y
composiciones presurizadas. El agente derla invencion se
puede disolver o suspender en un vehiculo iiquido aceptable
para uso farmacéutico tal comoc agua, un s?lvente organico,
una mezcla de ambos o aceites o grasas aceptables para uso
farmacéutico. E1l vehiculo liquido puedé contener otros
aditivos farmacéuticos adecuados tales comp solubilizantes,
enmulsionantes, buffer, conservantes, edul%orantes, agentes
saborizantes, agentes de suspensiodn, agentes espesantes,
colorantes, reguladores de viscosidad, |estabilizantes ©
reguladores osmdéticos. Los ejemplos adecuados de los
vehiculos liquidos pafa la administracién oral y parenteral
incluyen aqua (que parcialmente contien%n aditivos como
anteriores por ej., derivados de celulos#, con preferencia
sclucién de carboximetilcelulosa sédicaﬂ, alcoholes (que
incluyen alcoholes monohidricos vy alcoh@les polihidricos,
por ej., glicoles) y sus derivados, vy éceites (por ej.,
aceite de coco fraccionado y aceite d% mani). Para 1la
administracién parenteral, el vehiculo ta&bién puede ser un
éster oleoso tal como oleato de etilé y miristato de
isopropilo. Los vehiculos liquidos adecuédos son Atiles en
las composiciones forma liguida eétéril para la

administracién parenteral. El1 vehiculo |{liquido para las
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composiciones presurizadas puede ser un hidrocarburo
halogenado u otro propelente aceptable para uso

farmacéutico,

Las composiciones farmacéuticas linidas gue s50n
soluciones o suspensiones estériles se pueaen utilizar por
ejemplo, para inyeccidn intramusculalr, intratecal,
epidural, intraperitoneal, intradérmicaf intraestromal
(cérnea) o subclutidnea. Las soluciones estériles también se
pueden administrar por via intravenosa. Fl agente de la
invencién se puede preparar como una co@posicién s6lida
estéril que se puede disolver o suspenderfen el momento de
la administracién usando agua estéril, sblucién salina u
otro medio inyectable estéril apropiado} Los wvehiculos
deben incluir aglutinantes, agentes ’ de suspension,
lubricantes y conservantes inertes y necesarios.

|

En la situacién en que se desea administrar un agente de

la invencidén por medio de ingestidn oral, | se apreciara que

el agente elegido con preferencia serd un! agente que tenga

un grado elevado de resistencia a la jdegradacidén. Por
ejemple, el agente de la invencidn se puede proteger (por
ejemplc usando las técnicas descriptas gnteriormente) de
modo gue se reduce su velocidad de ngradacién en el
aparato digestivo. |

Las composiciones de los agentes de jla invencidn son
adecuados para usar para promover la cuﬁacién de heridas
acelerada y/o inhibir 1la formacidn de ;cicatrices en Lla
cdrnea. Las heridas en la cdrnea pueden provenir del trauma
en el ojo gue surge como resultado de la, lesidén accidental

0
I
l

(considerada anteriormente) o) como esultado de las

g
. - . . Lo b .
operaciones quirurgicas (por ej., cirugia 1léser en la
|
1
|
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cédrnea). En este caso un medicamento de la invencién
preferido puede estar en forma de una gota ocular.

Los agentes de la invencién se pueden usar en una
variedad de heridas "internas" (es dech, heridas que
aparecen dentro del cuerpo, mas que en? una superficie
externa). En consecuencia por ejemplo, los medicamentos de

acuerdo con la invencién se pueden formular para la

|

inhalacidén para el uso en las heridas que,

se originan en
los pulmones u otros epiltelios respiratorioé.

Los procedimientos conocidos, tales como les que se
emplean convencionalmente en la industria f%rmacéutica (por
ej., en experimentacidén in vivo, ensayos clinicos, etc), se
pueden usar para establecer formulacionest especificas de
las composiciones gque comprenden los |agentes de la
invencidédn y regimenes terapéuticos prﬁcisos para la

. . [ . . . L '
administracidén de dichas composiciones (t?les comc dosis

diarias del agente activo y la | frecuencia de

administracién). |

Una dosis diaria adecuada de un agente de acuerdo con la
invencidn puede promover la curacidén de h?ridas acelerada
y/o prevencién, reduccién o inhibicién de ila formacioén de
cicatrices depende de una variedad de facto;es que incluyen
(pero sin limitacidén) la naturaleza del tejido herido, éarea
y/o profundidad de la herida tratada, laigravedad de la
herida, y la presencia o] ausencia! de factores
predisponentes a la formacidn de cicatric%s patoldgicas ©
heridas croénicas. !

A modo de ejemplo, la cantidad de total un agente activo

que se puede administrar a una por inyeccidén local a una

herida o sitio de dano epitelial con pﬁeferencia puede
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estar en la regién de 50ng/100uL por centimetro lineal de
herida ¢ cm® de dafio epitelial. Dicha dosis se puede dar
una vez por dia hasta tres dias, de; este modo se
proporcicna una dosis total de 150 ng/centimetro lineal de
herida de dario epitelial.

En el caso de la aplicacidén tépica en (herida agudas o
sitios de dano epitelial, wuna cantidad |adecuada de un
agente activce puede estar con preferencia |en la regién'de
100 ng/cm®. Dicha dosis se puede dar una v?z por dia hasta
3 dias, de este modo se proporciona una dogis total de 300

ng/cm’ de herida o dano epitelial.

A modo de ejemplo adicional, la cantidad preferida de un
agente activo administrada en forma diaria a una herida o
sitio de dafio epitelial puede estar en Ea regién de 50
ng/centimetro lineal de herida o dafo %pitelial (si se
administra por inyeccidn), o 100 ng/cm de herida o dafio
epitelial (si se administra en forma topica).

A modo de otro ejemplo adicional, lal cantidad de un
agente activo que se puede administrar a uéa herida o sitio
de dafio epitelial en una sola incidencia dé tratamiento con
preferencia puede estar en la regidn de 50-200
ng/centimetro lineal de herida o dafio epitelial (si se
administra por inyeccion}, ‘o 100-300 ng/;cm2 de herida o
dafio epitelial (si se administra en forma ﬁépica).

La cantidad de un agente de acuerdo Fon la invencién
necesaria para el tratamiento de las heridas u otros sitios
de dano epitelial normalmente estarédn estara en el rango de
1 pg a 1 mg del agente administrado por Lentimetro lineal

de herida o dafio epitelial durante 24 horas, si bien esta

. — . : l . :
figura se puede modificar hacia arriba o hacia abajo en
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|

respuesta a los factores descriptoes anFeriormente. El
agente con preferencia se puede proporciona& en la forma de
una solucidén 1 pg/100 pL - 1 mg/100 ui del 'agente, y 100 ulL
de dicha solucidén administrada por centigetro lineal de
herida o dafio epitelial durante un periodo ée 24 horas.

El agente con més preferencia se puede administrar como
una solucién 10 pg/100 pL - 100 pg/100 pL con 100 uL de
dicha solucidén administrada por centimetro |lineal de herida
o dafio epitelial durante un periodo de 24 hgras.

Con maxima preferencia el agente se puede administrar
como una solucidén de 1 ng/100 pL - 1000 ng/100 pL con 100
nL de dicha solucidén administrada por centimetro lineal de
herida o dafio epitelial durante un periodo de 24 horas.

En general, las composiciones que comprénden los agentes
de la invencidn se deberian formular de modo que cuando se
administran a una herida se obtenga una c#ncentracién del
agente entre 0,79 pM y 0,79 mM por centimetro lineal de
herida o dafio epitelial. Con preferencia el agente se puede
proporcionar a concentraciones de entre 719 pM v 0,078 mM
por centimetro lineal.

Un agente de la invencidn (tal como los| péptidos de las
Secuencia ID No. 3 a 8) se puede ad@inistrar a una
concentracidén de entre 0,79 pM y 0,79 mM.!Con preferencia
un agente de la invencién se puede administrar a wuna
concentracién de entre 7,9 pM y 0,079 jmM. Con maxima
preferencia un agente de la invencidn se 5uede administrar
a una concentracidn de entre 0,79 nM y 0,79 uM.

Solo a modo de ejemplo una solucidn! inyectable que
contiene entre 10 pg/100 uL y 100 pg/100 p% de un agente dé

la invencidén {(tal comec un TGEF-R3 de la Secuencia ID Nos. 3,
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5, 7, 9 o 11) es adecuada para la aplicacidén para promover
la curacidén acelerada de heridas dérmicas y/o inhibicién de
la formacidn de cicatrices‘cuando se administra CoOmo  una
inyeccidén intradérmica y se dosifica c%n 100 uL por
centimetro lineal de margen de herida.

En el caso de un TGF-P3 de la Secuencia ID No. 3, las
dosis preferidas para la administracidén| en una herida
pueden ser 1 ng/100 pL-1000 ng/100 uL, y {100 pL de dicha
solucidn administrada por centimetro lineal de margen de
herida.

En el caso de un TGF-B3 de la Secuencia ID No. 3, las

dosis preferidas para la administracién‘ en una herida

pueden ser 1 ng/100 pL-1000 ng/100 uL, y |100 ulL de dicha
solucién administrada por centimetro lineal de margen de
herida. .

En el caso de un TGF-B3 de la Secuencia ID No. 7, las
dosis preferidas para la administracién| en una herida
pueden ser 1 ng/100 pL-1000 ng/100 uL, y!lOO uL de dicha

g - . o
solucidn administrada por centimetro lineal de margen de
|

herida. |

En el caso de un TGF-B3 de 1la Secuencia ID No. 9, las
dosis preferidas para la administraciéni en wuna . herida
pueden ser 1 ng/100 pL-1000 ng/100 pL, y| 100 uL-de dicha
sclucién administrada por centimetro lineal de margen de
herida. ‘ l

En el caso de un TGF-R3 de la'Secuencﬂa ID No. 11, las
dosis preferidas para la administraciéﬂ en una herida
pueden ser 1 ng/100 pL-1000 ng/100 pL, y; 100 plL de dicha

solucidén administrada por centimetro lineal de margen de

herida.
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Los agentes de la invencion se pueden usFr para promover
la curacién de heridas acelerada vy/o prevbnir, reducir o
inhibir formacién de cicatrices como monoterapia (por el.,
mediante el uso de medicamentos de la invencidn solos).
Alternativamente los métodos y medicamentos|de la invencién
se pueden usar en combinacién con otros compuestos o
tratamientos para la promocidén de la curacidn de heridas o
inhibicién de formaciédn de cicatrices. Los! expertos en el

|
. . |
arte conoceran tratamientos adecuados que:se pueden usar

|
como partes de dichas terapias de combinacién.
Los inventores han hallado que los TGF-B3 de acuerdo con
.
la presente invencién se pueden formular ventajosamente en
presencia de un aztcar. Este azicar puede% ser un azucar
reductor ¢ no reductor y/o aun fosfato o fosfonato derivado
de este. Los ejemplos de dichos azﬁc%res se pueden
seleccionar, pero sin limitacién, del grup% gque comprende
maltosa, manosa, trehalosa, arabinosa, manitocl, sacarosa,
fructosa, dextrosa y glucosa. Los azﬁcareé preferidos se
pueden seleccionar del grupo que consisté en maltosa vy
trehalosa. _ i
Se apreciara que los péptidos que compr%nden los TGF-B3
de la invencidén pueden representar agentes favorables
administrados por técnicas que involucran la expresidn
celular de secuencias de A&cidos nucleicog que codifican
dichas moléculas. Dichos métodos de expresion celular son
particularmente adecuados para uso médigo en que se
requieren efectos terapéuticos de los pépt%dos durante un
periodo prolongado, por ejemplo en contextos donde se desea
aumentar durante periodo de tiempo una respuesta defectuosa

de curacidn de heridas. Es particularmentg preferido que

|

|
i
|
|
|
i
i
!
i
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los TGF-B3 se administren por medio de eﬁpresién celular
que comprende los péptidos definidos por lgs Secuencias ID
No. 3, 5, 7, 9 o 11, o fragmentos ¢ derivadocs de este. Los
dcidos nucleicos que codifican estos péptidos se exponen en
las Secuencias ID Nos. 4, 6, 8, 10 o 12.

Muchos métodos conocidos de admiqistrar agentes
peptidiceos de la invencidn a los tejidos t%les como heridas
tienen la desventaja de que pueden dificulﬁar la obtencidn

de niveles sostenidos del agente de la linvencidén en el

sitio de tratamiento durante el curso de incluso pocos dias
debido a gue los agentes peptidicos puedenltener vida media
corta in vivo. La vida media de los agente§ puede ser corta

por numercsas razones que incluyen:

(i) Degradacién por proteasas y similares.
(ii) Depuracidn por proteinas de unién[
(i1i)Unidén e inhibicién de la actividald del agente por
moléculas de la matriz extracelular. |
Ademds, los agentes usados para promover la curacién de
heridas acelerada y/o prevencién, reduccidén o inhibicién de
la formacidén de cicatrices necesitan administrarse en un
vehiculo adecuado y con frecuencia se propércionan como una
composicidén que comprende el agente y el vehiculo. Tal como
se describi¢6, dichos vehiculos con preferencia son no
inflamatorios, biocompatibles, bioresorbibles y noc deben
degrada o inactivar el agente (en el almacenamiento o el
uso). Sin embargo, con frecuencia puede ser dificil
proporcionar un vehiculo satisfactorio para administrar

agentes a un tejido con una herida para tratar.

\
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Una manera conveniente de obviar oI atenuar estos
problemas es proporcionar una cantidad Eerapéuticamente
efectiva de un agente de la invencidén en un area tratada
por medio de terapia génica. ‘

De acuerdo <con un cuarto aspecto de la presente
invencidédn se proporciona a sistema de adm;nistracién para
usar en una técnica de terapla génica, dﬁcho sistema de
administracidén que comprende un Molécu%a de ADN que
codifica un péptido seleccionado del grupo]que consiste en
los definidos por las Secuencia ID No. 3, %ecuencia ID No.
5, Secuencia ID No. 7, Secuencia ID No. 9 y Secuencia ID
No. 11, dicha molécula de ADN es capaz de transcribirse
para producir la expresidn del péptido eleggdo.

De acuerdo con un gquinto aspecto Be la presente
invencidén se’ proporciona el uso de (un sistema de

administracién definido en el pérrafo precedente para usar

en la fabricacién de un medicamento para usar en la

promocidén de la curacidén de  heridas acelerada y/o

prevencidn, reduccidén o inhibicidén de la formacidén de

cicatrices.

|
En un sexto aspecto de la presente invencidén se

proporciona el usc de un sistema de adminiétracién definido
anteriormente para usar en la fabricacidén de un medicamento
para usar en la promocidén de la regeneracién epitelial.

De acuerdo con un séptimo aspecto Ide la presente
invencién se proporciona un-método de promover la curacidn
de heridas acelerada y/o prevenciédn, reducéién ¢ inhibicién
de la formacidn de cicatrices formacidén de cicatrices, el

i

método que comprende administrar a un paciente que necesita

dicho tratamiento una cantidad terapéuticamente efectiva de
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|

un sistema de administracién definido en el noveno aspecto
de la invenciédn. _ i

De acuerdo <c¢on un octave aspecto de la presente
invencidén se proporcicna un método dF preomover la
regeneracidén epitelial, el métcdo bompren#e administrar a
un paciente que necesita dicho tratamienﬁo una cantidad
fLerapéuticamente efectiva de a sistema dé administracién
definido en el noveno aspecto de la invencién.

Debido a la degeneracidédn del cddigo ge$ético, es claro
gue las secuencias de acidos nucleicos| gue codifican
agentes adecuados para el uso de acuerdo éon la invencién
se pueden variar o cambiar sin afectar sustancialmente la
secuencia del productc codificade de este modo, para
proporcionar una variante funcional de este. Las secuencias
de los 4&cidos nucleicos posibles que (se pueden usar
codifican péptidos definidos por las Secuehcias ID Nos. 3,
5, 7, % o 11 seran evidentes para losi expertos y 1los
expertos en arte haran referencia a los eqemplos provistos
por Secuencias ID Nos. 4, 6, 8, 10 o 12 reépectivamente.

Los sistemas de administracidn de terapia génica son muy
adecuados para alcanzar los niveles sosten%dos de un agente
de la invencidén en una herida durante un periodo mas largo
del que es posible para la mayoria de jlos sistemas de
administracidén convencionales. Los agentes de la invencidn
adecuados para promover la curacidn de heridas acelerada
y/o inhibir la formacidén de cicatrices s? pueden expresar
en forma continua en las células en un sitio de la herida
que ha sido transformado con la molécula |[de ADN descripta

. o s I .
en el cuarto aspecto de la invencidédn. En consecuencia, aun

cuando el agente de la invencidn tenga una vida media muy
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corta in vivo, se pueden expresar en ;forma continua
cantidades terapéuticamente efectivas del agente a partir

del tejido tratado.

Ademéas, los sistemas de administracién|de la invencién
se 'pueden usar para proporcionar la moléculla de ADN {y de
este modo el agente de la invencidédn) sin jla necesidad de
usar vehiculos farmacéuticos convencionale% tales como los
que se reguieren en unglentos © cremas dJue Se ponen en
contacto con la herida; ,

El sistema de administraciodn de la presénte invencidén es
con preferencia de mode tal qgque una molécula de ADN es
capaz de expresarse (cuandoc el sistema de administracidén se
administra a un paciente) para producir un lpéptido definido
por el grupo que comprende las Secuencia Ig Nos. 3, 5, 7, 9
o 11, o un fragmento o derivado de dichos péptidos. La
molécula de ADN se puede combinar dentro de un wvector
adecuado para formar un vector recombinante. El vector
recombinante por ejemplo puede ser un pléFmido, cbdsmido o
fago. Dichos vectores recombinantes son mpy utiles en los
sistemas de administracién de terapia! génica de 1la
invencién para transformar células con ﬁoléculas de ADN

[
adecuadas. |

Los vectores recombinantes también pueéen incluir otros
elementos funcionales. Por ejemplo, los vectores
recombinantes se pueden disefiar de modo gue el vector se
replicard auténomamente en el nucleo de lé célula. En este
caso, los elementos que inducen la reglicacién de ADN
pueden ser necesarios en el vect%r recombinante.

Alternativamente el vector recombinante se puede disefiar de

modo que el vector y la molécula de ADN recombinante se
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integran en el genoma de una célula. En este caso las
secuencias de ADN que favorecen la integracidn especifica
(por ej., por recombinacidén homdéloga) son deseables. Los
vectores recombinantes también pueden i(tener ADN que
codifica los genes que se pueden usar ,como marcadores
seleccionables en el proceso de clonacidn.

El vector recombinante también puede comprender un
promotor o regulador para controlar la expresidén del ge,
segln corresponda.

La molécula de ADN puede (pero no | necesariamente)

incorporarse en el ADN de las células del| sujeto tratado.

Las células no diferenciadas se pueden transformar en forma
estable 1lo que 1lleva a la produccidén de células hija
modificadas genéticamente. En este caso, sg puede requerir
la regulacidén de la expresidén en el sujeto por ej., con
factores de transcripcidn especificos, activadores del gen
0 c¢on mas preferencia con promotores | inducibles que
transcriben el gen en respuesta a una senal gue se halla
especificamente en una herida. En forma‘ alternativa, se
puede disefar el sistema de administraciép para f[avorecer
la transformacidn estable o transito%ia de. células
diferenciadas en el sujeto tratado. EnI este caso, la
regulacién de la expresién puede ser menos importante
debido a que la expresidn de la molécula de ADN se detendra
cuando las células transformadas mueran[ o detengan la
expresién de la proteina (idealmente cuando se ha efectuado
la promocidén de la curacién de heridas acelerada con
reduccidédn de la formacidn de cicatrices). ‘

EL sistema de administracién puede |proporcionar la

molécula de ADN a un sujeto sin incorporarse al vector. Por
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ejemplo, la molécula de ADN se puede incorporar dentro de
un liposoma o particula viral. Alternativamente la molécula
de ADN “desnudo" se puede insertar en las células del
sujeto  por un medio adecuadoe, por ej., captacién
endocitdtica directa.

La molécula de ADN se puede transferir a las células de
un sujeto tratado por transfeccign, infecciédn,
microinyeccién; fusién celular, fusién de protoplasto o
bombardeo balistico. Por ejemplo, la tra#sferencia puede

ser por bombardeo balistico con particulas de oro

recubiertas, liposcmas que contienen la molécula de ADN,

vectores virales (por ejf, adenovirus) y medics de
provisidon de de captacién directa de [ADN {por ej.,
endocitosis) per la aplicacién de ADN de pléasmido

directamente en una herida en forma tépica o por inyeccidn.

La expresién celular del agente de la invencidén puede
ser por células del borde del area no dafiada circundante de
la herida o en forma alternativa puede ser por células
introducidas terapéuticamente en la heriéa {(por ejemplo
células enddgenas o exdgenas cultivadas in%olucradas en la
respuesta de curacidn de heridas).

Se apreciard que las células que se int}oducen en forma
terapéutica para promover la curacién de hﬁridas acelerada

y/o prevencioéon, reducciéon o inhibicidn de)la formacion de
' |
expresen niveles aumentados de un agente del la invencidén, y

luego se introducen en el area herida. Dichas células con

cicatrices se pueden manipular ex vivo de modo que ellas

. . . | .
preferencia pueden ser células cultivadas ex vivo para usar
en la preparacién o fabricacién de piel artificial o

sustitutos de piel que se usan en la promocidn de la
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curaciédn de heridas. Las células con mas preferencia pueden
ser células autdlogas, sl bien se apreciara que se pueden
usar cualquier célula adecuada.

Por consiguiente, en un noveno aspecto ﬂe la invencién,
se proporciona un medicamento que com?rende células
inducidas para expresar un agente de la preéente invencién.
La induccién de la expresidn celular de un agenté de la
invencién se puede efectuar por medio de la incorporacidn
en las c¢élulas de Acidos nucleicos gue producen 1la
expresidon de agentes adecuados para el uso de acuerdo con
la invencién.

La invencién se describird adicionalmente por medio de
ejemplos con referencia a 1los siguient?s protocolos vy
estudios experimental, vy las Figuras acoﬁpaﬁante en las
que:

La Tabla 1 muestra valores indicadores ide la propensidn
de los residuos de aminocacidocs a participag en la formacidn
de alfa hélice; ;

La Tabla 2 expcne detallies de la nomeﬁclatura usada en
referencia con las mutantes de TGF-B3 de lé invencidn;

La Tabla 3 expone la eficiencia de repiegamiento de los
TGEF-33 tipo salvaje y TGF-R3 de la invencién;

La Tabla 4 compara la actividad biolggica del TGF-(p3
tipo salvaje y Gly63-Ala (una proteina éde TGEF-p3 de la

invencién) evaluada por ensayo de de inhibicidn de
crecimiento celular; i
La Tabla 5 expone concentraciones de reactivos usados en
estudios de curacidén de heridas in vivo;
La Tabla 6 expone concentraciones de reactivos usados en

estudios de curacidn de heridas in vivo;

—_——
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La Figura 1 muestra un cromatograma de [TGF-Beta 3 tipo
salvaje en una columna de Fenil-Sefarosa;

La Figura 2 muestra un cromatograma de [TGF-Beta 3 tipo

salvaje monomérico y dimérico en una columna UNO-S1;

La Figura 3 muestra una comparacidén de proteinas
mutantes de TGF-Beta 3 y TGF-Beta 3 tipo salvaje por SDS-
PAGE teriido con azul Coomassie (por favor*advertir que el
intercambio de buffer de las proteinas mugantes de Gly63-
Ala y Gly63-Pro produjercn alguna pérdidaide muestra, en
consecuencia se la concentracidn real qué se agregd era
menos que los 3 ug indicados):

La Figura 4 muestra el molde usado |para la herida
excisional;

La Figura 5 muestra los puntaies promed?o de evaluacién
macroscopica del dia 3 para las heridas ihcisionales (A vy

B) tratadas con TGEF-Beta 3 tipo salvaje ollos TGF-B de la

invencién, donde "*" indica curacidén significativamente

aumentada en comparacidén con las heridas |sin tratamiento

(p<0,05); , |

La Figura 6 muestra ancho de herida promedio
microscoéopica el Dia 3 para heridas excisional (C y D)
tratadas con las protelinas de TGF-Beta 3| tipo salvaje vy
TGF-Beta 3 mutante;

La Figura 7 muestra el molde usado [para la herida
incisional;

La Figura 8 ilustra puntajes macroscdpicos de cicatriz
(dia 70) para heridas tratadas con TGF-Beta 3 tipo salvaje,

Gly63-Ala y Gly63-Pro;
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La Figura 9 ilustra imégenes macroscédpicas de cicatriz
(dia 70) para heridas tratadas con TGF-Beta|3 tipo salvaje,
Gly63-Rla y Gly63-Pro;

La Figura 10 ilustra puntajes macroscopicos de cicatriz
(dia 70) paré heridas tratadas con TGF-Beta|3 tipo salvaje,
Glul2-Ser y mutante de serina doble (Glul2-Ser & Arg52-
ser), donde myn indica formacioén de cicatrices
significativamente disminuida en comparacidén con las
heridas tratadas con placebo- (p<0.05);

La Figura 11 ilustra imagenes macroscodpicas de cicatriz
(dia 70) para heridas tratadas con TGEF-Betal 3 tipo salvaje,
Glul2-Ser y mutante de serina doble (Glul2-Ser & Arg52-

Ser);

La Figura 12 ilustra imégenes macroscép%cas de cicatriz
representativas de heridas tratadas con TGEF-Beta 3 tipo
salvaje, proteinas mutantes Gly63-~Pro vy Gl§63—Ala (70 dias
después de la herida); vy

La Figura 13 ilustra imé&genes microscdpicas de cicatriz
representativas de heridas tratadas con GlulZ2-Ser y mutante
de serina doble (Glul2-Ser y Arg 52-Ser) después de 70 dias
de la herida).

Los detalles de las secuencias de interés particular se

proporcionan en la seccidén "Informacidn de secuencia".

Protocolo experimental y resultados ’
!

. . . . : s .
1l Generacioén, produccidén, replegamiento, y purificaciodn

|
de los TGF-B3 de acuerdo con el primer y |segundo aspectos.

de la invenciédn.
I

1.1 Generacidédn de ADNc
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FE1l ARN total de un herida incisional humana (tomado el

dia 5 pos-herida) se tratdé con ADN libre (Ambion) para
eliminar cualguier ADN contaminante. Usando ARN total como
templado, se generd ADNC paia'TGFBeta—3 por la reaccidn en
cadena de polimerasa-transcriptasa reverga (RT-PCR). Se
prepard la mezcla maestra de RT-PCR a partir del kit de
QRT-PCR Core Reagent 1l-paso Brilliant® QStratagene). Se
agregd un microgramo de ARN a 50 pl de dna solucidn que
contiene: buffer QRT-PCR de 1 paso, 0,2 mM|de dNTP, 3,5 mM
de MgCl,, 1 plL de transcriptasa reversas S%rataScript, 2,5
unidades de Taq Polymerasa, 0,4 pM de cebador de sentido
(5" GAT ATA CCA TGG CTT TGGlACA cca ATT ACF ACT GC 3"), ,4
M de cebador de sentido (5'-CAG CCG GAT [CCG GTC GAC TCA
GCT ACA TTT ACA AGA C 3'). La reaccidn Fe colocd en un
ciclador térmicoc (Hybaid PCR Express) y SE corridé en las
siguientes condiciones: 30 min a 45°C, 10 4in a 35°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 se corrieron en gel de!agarosa 2% (p/p)
para verificar el tamarfio de banda y se puiificé usando el
kit Wizard PCR Prep (Promega).

|

1.2 Construccion de plasmido | '

El vector pET-3d se deriva del vector JBRBZZ y contiene
un promotor T7 bajo control de LacUV5 control y un gen
marcador resistente a ampiéilina. Los Zfragmentos de ADNc
del TGF-Beta 3 (generados en la Seccidén 3.2) se subclonaron
en los vectores pET-3d en los sitios Nco I y Bam HI (5'-3'

respectivamente) . Los ligamiento resultantes luegoc se

transformaron en c¢élulas XL10 Gold (Stratagene) y se
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realizd el analisis de de PCR de colonia para ubicar los
clones gque contienen un insertec. Los -clones finales se
cultivaron y sus ADN del pléasmides se extlrajeron en agua
usando Qiaprep®Spin Miniprep Kit (Qiagen). Los plasmidos se
secuenciaron y verificaron usando el cebador del promotor
T7 (5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3') ylun cebador del
terminador T7 (5'-GCT AGT TAT TGC TCA GCG G+3').

|

1.3 Mutagénesis dirigida al sitio

El constructo de TGF-Beta 3 tipo salvaje de la Seccidn
1.2 se sometid a mutagénesis dirigida al siFio para generar
dos contractos mutados que codifican las p%oteinas de TGF-
Beta 3 mutantes. La nomenclatura constructo/mutante y el
cambio de secuencia de nucledétidos se sintetizan en 1la
Tabla 2. Las posiciones de nucledtidos que|se sometieron a
mutagénesis se muestran en la seccidén del Informacidén de

secuencia.

La metodologia de mutagénesis dirigida &l sitio in vitro
se basd en el kit Stratagene's Quick ChangF® Site directed
Mutagenesis. Se agregaron 100 ng de pléasmido (de la Seccidn
1.2) a una solucidn gue contiene: 2,5 ulL de buffer de
reaccién 10 x Quick Change® Multi, solucidén de Quick, 100
ng de cebador mutagénico, 1 ml de mezcla de dNTP, ADN
polimerasa Pfu Turbo (Stratagene), a un Yolumen final de
2,5 ml con agua destilada doble. La reaccién se colocd en
un ciclador térmico (Hybaid PCR Expresses) y se corrid en
las siguientes condiciones: 1 min a 95°C,! 30 ciclos de 1
min a 95°C, 55°C durante 1 min y un paso final de 65°C

durante 2 min. Una vez que termind el ciclado térmico, las

reacciones se colocaron en hielc durante 2Z2ymin para reducir

la temperatura por debajo de 37°C. Se agregd 1 ul de enzima
I

]
]
‘
|
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de restriccién DpnI (10 U/ul) a cada [reaccidén y se
mezclaron por completo. La mezcla de reaccion se centrifugd
({1 min, 10,000 rpm en una Sorvall Biofuge) jluego se incubd

a 37°C para digerir el BADNds progenitor.| 1-5 uL de ADN

tratado con Dpnl de cada reaccidon de mutagénesis reaccidn

l

se agregaron & 45 ul de XLI-Blue E.Foli resucitado
(Stratagene y 2 ulL de mezcla P-ME (Stratagene). La
suspensidn se mezcld e incubd en hielo durantes 30 minutes.
La suspensién se calentd a 42°C en un baﬁoide agua durante
30 segundos. La mezcla se incﬁbé en hield durante 2 min
més. Se agregaron 0,5 mL de caldo (42°C) NzY' precalentado
a cada suspensidén celular. El caldo de traﬁsformacién se
incub6é durante 1 hora con agitacidén a 225—250 rpm. Se
sembraron 1 ulL, 10 ul y 100 uL del caldo dg transformacidén
de cada reaccidén de mutagénesis en placas' de agar LB que
contienen 100 ug/mL de ampicilina (Sigma),| 80 ug/ml de 5-
bromo-4—cloro—3—inodlil—P—D—galactopiranésiao {(X-gal,
Stratagene), 20 mM de P~D—Tiogalctopiranésato de isopropilo
(IPTG, Sigma) y se incubd durante 18 ho%as a 37°C. Las
colonias azules contenian el plasmido mutado. Se selecciond
una colonia unica de cada tipo de mutante Be agar y se uso
para inocular 10 ml de medio LB gue contiene 100 ug/mL de
Anpicilina. Se aislé el pléasmido usando |el kit OQIAprep®
Spin Miniprep (Qiagen). Los pléasmidos se secuenciaron y se

verificd la mutacidn correcta usando los |cebadores pQE vy

pPQE Rev.

1.4 Transformacién y clonacién
10 pL (50 ng por pl) de ADN de plasmido (de la Seccidn
1.2 v 1.3) se agregaron a 1 ml de células E.coli BL21 (DE3)
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pLysS SinglesTM  (Novagen) competentes en frio (4°C) .

Después de 20 min las células se sometieron|a shock térmico

por la incubacién durante 30 segundos a 42°C en bafo de
agua. Se agregaron 100 uL de medico Psi a la mezcla de
células/plasmido y se agitaron a 37°C durante 90 min. Se
sembraron alicuotas de 50 pL y 100 pL en placas de agar LB
que contienen 100 pg/ml de ampicilina| (Sigma) y se
incubaron durante 18 horas a 37°C. Se cultivaron colonias
unicas y se congelaron patrones de las célhlas generadas vy

se almacenaron a -80°C. El pléasmido de ADN se analizdé a

partir de las células patrdn para verificar la
transformacidn.
1.5 Expresién

Las ampollas de las células de E.coli cpngeladas {de la
Seccion 1.4) se recuperaron y se inocula#on en matraces
erlenmeyer con tabique, que contiene 100 ml de medio LB y
100 pg/100 pg/ml de ampicilina. Los matraées se incubaron
con agitacién a 37°C toda la noche. Se agregaron 5 ml de
este cultivo de la noche a matraces Erlenméyer de 2 litros

(500 ml de medio 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 (pos-induccidn) de
TGF-Beta 3 tipo salvaje y proteina mutante. El crecimiento
se determiné por la medicién de absorbancia en un
espectrofotdmetre a una longitud de onda dF 600 nm. Cuando
la absorbancia se midié a 0,6 de Abs |las células se
indujeron a expresar las las proteinas deETGF—Beta 3 tipo
salvaje y mutantepor la adicidn de R—D—Tioéalactopiranésido

'
)
:



84

de isopropilo (IPTG, Sigma) a una COncentr%cién final de 1

mM.

TL.os cultivos se incubaron durante 4 horas adicionales.
Las muestras de caldo de 0,5 ml se sedimentaron por
centrifugacién (10 min, 10.000 rpm en Sorvall Biofuge) y se
descartd el sobrenadante. El pellet se resuspendid en 50 ul
de buffer de muestra  electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) en dodecilsulfato de sodio (SDS) y se
calentd durante 10 minutos en bafo de agua a 95°C. Se

cargaron 10 L de muestras en SDS-PAGE. Sejrealizaron SDS-

PAGE y tincidn con azul de Coomassie (como se describe en
A.T Andrews, 1986) usando un Hoefer®ighty Small SE 245
Dual Gel Caster (Amersham). Los geles eran de 1 mm de

espesor y contenian 15% (v/v) de gel de polﬁacrilamida.

1.6 Recoleccién de células y aislam%ento de cuerpos
de inclusién |

Las células de Secciodn 1.5 se s%dimentaron por
centrifugacién a 5000 g durante O mi? a 4°C en un
centrifuga Hettich Rotina 46R con un rotor !4315. La ruptura
celular y la recuperacidn de cada una de Has isoformas de
TGF-f insolubles insoluble .- (cuerpos dd inclusién) se
llevaron a cabo a 4°C. Las células se suspéndieron en 50 ml
de 100 mM de Tris/HCl (Sigma), 10 mM de EDTA (Sigma) pH 8,3
y se disgregaron por sonicacidédn usando uh Sanjo Soniprep
150. Se agregd 0,2% (p/p) ‘de Triton X—ﬂOO (Sigma) vy la
suspensién y se agitd durante una hora. ha suspensidén se

centrifugdé a 12.000 g durante 40 min., Los pellet se

|
resuspendieron en 50 ml de 100 mM de Tris/HCl, 10 mM de
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EDTA pH 8,3 a temperatura ambiente antes|de centrifugar

durante 40 min a 12:.000g.

1.7 Solubilizacién de los cuerpos de inclusién

El sedimento de la Seccién 1.6 se resugpendieron en 40
ml de wurea 8 M, 1% (p/p) DL—ditiotreiJol (DTT) vy se
disgregaron en un homogenizador Heidolph| Diax 9200. La
suspensidnse cubrié y dejdé agitar durante 1 hora para
solubilizar los cuerpos de inclusidén y reducir el TGF-Beta
3 tipo salvaje y las proteinas mutante? a sus formas
monoméricas desnaturalizadas. Luego las Euspensiones se
centrifugaron a 15.000 g durante 30 mgn a 4°C. Los
sobrenadantes se dializaron para intercamear el buffer de
8 M de urea (ICN Biomedical) a 10% (v/v) dé adcido acético.
Las proteinaé de E.coli que fueron solub%es en urea 8 M
precipitaron fuera de la solucién cuando se intercambid el
buffer a 10% (v/v) de acido acético. Se agregd 1% (p/v) de
DTT (Sigma) a las suspensiones, se cubrgeron y dejaron

|
agitar durante 30 min para reducir los puentes disulfuro

gque se pueden haber formado entre los moﬂémeros de TGEF-B
durante el intercambio del buffer. Las suspensiones se
centrifugaron para separar las proteinas | solubles y las
proteinas no solubles. Se tomaron muestras de la
solubilizacién de wurea y las etapas del intercambic de

buffer (material de &cido acético soluble y no soluble), vy

luegc se analizd mediante SDS-PAGE.

|

1.8 Ultrafiltracién |
El material de 10% (v/v) de &cido acétitco de la Seccidn

1.7 se sometid a ultrafiltracidn con unsa mémbrana de 10 kDa
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en una Vivoflowb0 (Vivascience). El fin de gsto fue reducir
el veolumen de la suspensién de 10% (v/v) delacido acético a
3 ml vy eliminar las proteinas de bajo peso molecular (<10

kDa) .

1.9 Filtracidén en gel !
La muestra de la Seccién 1.7 se croma%ografié en una
columna de Hiprep 26/60 Sephacryl $5-100 detalta resolucidn
(Amersham, 320 mlL) en 10% (v/v) de Aacido lacético con una
velocidad de flujo de 1,5 ml/min. Las | fracciones que
contienen TGF-Beta 3 monomérico desnaturalizado {que

eluyeron entre 100 min y 140 min) se mezclaron.

1.10 Liofilizacién
Las fracciones combinadas que contienen TGF-Beta 3
monomérico desnaturalizado se liofilizaron wusando un
secadof por congelacién TEC Lyoprep-3000 para eliminar

4dcido acético y agua de la muestra.

1.11 Replegamiento

Los TGF-Beta 3 monomérico liofilizado% de la Seccidon
1.10 se solubilizaron en urea 8 M que contenia 10 mM de DTT
hasta obtener un una concentracién final de 10 mg/ml. La
solucidén de TGF-Beta 3 se agregd gota a g?ta, mientras se

agitaba la solucidén de replegamiento (1 M|de sulfonato de

3-(-piridino)-1-propano (NDSB-201), 20% (v/v} de
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma), 2% (E/v) de 3-(3-
colamidopropil)dimetilamonio—l—propanosulfo%ato (CHAPS), 1

M de NaCl (Sigma), 1% (p/v) de glutatiéﬂ reducido (GSH,

Sigma), 0,05 M de Trizma®Base (Sigma)| pH 9,3) hasta
|
[
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alcanzar las concentraciones finales de 0,2 mg/ml de TGF-
Beta 3. Es importante que el pH se mantenga dentro de un
rango de 9,2-9,4 usando NaOH/HC1 concentrabo. La solucidn
se cubrid con Parafilm, que se perford para permitir la
oxidacién de TGF-Beta 3 monomérica y se dejdé agitar a B8°C.
Después de 144 horas la solucidén se centrifugd a 15.000g
durante 40 minutos para eliminar el precipitado formado vy
el pH se ajustdé a pH 3,5 con acido acético glacial. EI1
sobrenadante contenia TGF-Beta 3 dimérico unido a
disulfuro, que se determidé por SDS-PAGE (no reducido) vy
transferencia Western. El SDS-PAGE se llevd a cabo como se
describe en la seccidn 2.1.

Para la transferencia Western, las muestras se cargaron
en un gel de 1 mm de espesor, 15% de (V/V). Una vez que
termindé la electroforesis las proteinas de transfirieron
electroforéticamente a un papel de nitrogelulosa {(Sigma)
usando un aparatc TE22 Western-Blotting (Phbrmacia),como se
describe en el manual de instrucciones. Los}sitios de unidn
inespecifica sobre la nitrocelulosa luego se bloquearon con
buffer de blogueoc (5% (p/v) de 1leche (leche en polvo
descremada, 1% (v/v) de monolaurato de
polioxietilensorbitanc (Tween 20;Sigma) en'solucién buffer
salina (PBS). La nitrocelulosa se lavd en Puffer de lavado
(PBS, 0,1% (v/v) Tween 20). La nitrocelulosa se incubd
durante 1 hora en anticuerpo piimario (#AB643 (sistemas
R&D) diluido 1:500 en PBS y 0,1 (v/v) d% Tween 20). Lla
nitrocelulosa se lavd de nuevoe antes dé la incubaciédn
durante 1 hora con el anticuerpo secundariq (IgG anti-ratdn

de cabra conjugada con fosfatasa alcalina‘(Abeam)'diluida

|
1:3000 con PBS, 0,1% (v/v) de Tween 20}. Pa nitrocelulosa

v
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recibié un lavado final antes de 1la adici?n del reactivo
ECL (Bmersham) para visualizar los complejos antigeno-
anticuerpo. En una habitacidén oscura se expuso una pelicula
de rayos X la nitrocelulosa antes de sumergirse en una
solucidén del desarrollador, fijador y detencidn. Luego la
nitrocelulosa se dejd secar. El replegamien?o de TGF-Beta 3
tipo salvaje y las proteinas monoméricas mu%antes mostraron
variados niveles de formacién de dimeros. él porcentaje de
recuperacién de los dimeros correctramente replegados de
otros replegados incorrectamente o las proteinas de TGE-
Beta 3 nc diméricas se muestran en la Tabla|3.

De modo interesante las sustituciones| de aminoacidos
dentro de la alfa-hélice de las proteinas de TGF-Beta 3 que
causaron mayor impacto en el rendimiento de replegamiento
(formacién de dimeros). La estabilizacidén de la alfa hélice
por la sustitucién de glicina con argin&na aumentdé los
rendimientcs de replegamiento de 20% a 50%.; A la inversa la
disrupcidén de la alfa hélice por la sustitucidn de glicina
con prelina produjo mucho mencr porcentaje|de formacidn de
dimeros. Esto indica que el alfa hélice icumple un papel
importante en el replegamiento correcto d? la molécula de
TGF-Beta 3. La sustitucidén de aminoacidos| involucrados en
la formacién de 'puente salino' no efectud! rendimientos de

replegamiento.

1.12 Cromatografia de interaccién hidrpfébica

La solucidn de renaturalizacidn de laiSeccién 1.11 se
concentrdé a 50 mL por ultrafiltracién con, una membrana de
10 kDa (peso molecular limite) en iuna Vivoflowb0

. . o | sz » s,
(Vivascience). La solucidn de renaturallﬁa01on se diluyo




89

1:1 con una solucidn que contiene 2 M de sulfatc de amonio
(Sigma) y 10% (v/v) de A&cido acético. Sg equilibré una
columna de 2 ml Biorad 1llena con fﬂujo rapido de
Butilsefarosa 4 (Amersham) con Buffer A (1,0M de sulfato de
amonio y 10% (v/v) de acido acético). 20 m% de la solucidn
de renaturalizacidén diluida se aplicd a esﬁa columna a una
velocidad de flujo de 1 ml/min (esta velocidad de flujo se
usd en todo el procedimiento). La c¢olumna %uego se lavd en
Buffer A hasta que 1la lectura de absorbéncia a 280 nm
alcanzd el nivel basal (10 ml). Se aplicé alla columna 100%
de Buffer B ({10%(v/v) de acido acéticoJ 308 (v/v) de
isopropancl). Se -mezcld el primer picé; gue contiene
proteinas TGF-B3 en formas monoméricas y |diméricas (ver,
Figura 1). !

i
1.13 Cromatografia de intercambio catiénico

Se usé cromatografia de intercambio | catiénico para
aislar las proteinas de TGF-Beta 3 diméricas de los
mondémeros. Se equilibré una columna de 2 %l UNO-ST Biorad
llena con Buffer A gue contiene 10% (v/v) &e adcido acético,
30% (v/v) de isopropanol). Las fracciones Fombinadas de la
Secidén 3.12 se aplicaron a una velocidad% de flujo de 1
ml/min en una columna UNO-SI. Luego la %olumna luego se
lavdé en Buffer A hasta que la lectura de aﬁsorbancia a 280
nm alcanzd el nivel Dbasal (5 min). Sé corrié en un
gradiente lineal durante 5 finalizando con una mezcla de
60% de Buffer A y 40% de Buffer B (10%, (v/v) de acido
acético, 30% (v/v) de isopropanol y 1 iM de NaCl). La
aplicacién de esta mezcla de buffer se mabtuvo durante 15

minutos adicionales. El TGF-Beta 3 monomé?ico eluyd de 1la

i
|
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columna después 10 minutos posteriores a la|inyeccidn de la
muestra. Se aplicdé un segundo gradiente aneal durante 5
minutos finalizando con 100% de Buffer | B y mantenido

durante 10 minutos. El TGF-Beta 3 dimérico| se eluyd de la

columna 30 minutos después 'de la inyeccidén de la muestra

{(ver Figura 2).

1.14 Ultrafiltracién/diafiltracidén

Las fracciones gque contienen moléculas| de TGF-Beta 3

l
|
|
|
I
|
|
monomérico y dimérico de la Seccién 1.13 ;se sometieron a
ultrafiltracién/diafiltracidén para intercampiar el buffer a
200 mM de acido acético, 20% (v/v) de| isopropanol y
concentrar la muestra a ~10 mg/ml (s% determind la
concentracién de TGF-Beta 3 por espectromet&ia U.v). Se usd
una Vivoflow50 (Vivascience) con un limitel de 10 kDa, con

|
un buffer de intercambio y se concentraron %as muestras

2 Caracterizacidon in vitro de 1los
invencién.

2.1 Analisis SDS-PAGE de los TGF-B3 purificados de 1la
invencién ;

Las proteinas mutantes de TGF-Beta 3 purificadas {(de la
Seccidn 1.14) se evaluaron por SDS-PAGE para determinar 1la
pureza y peso molecular. Debido al pH bajo‘las muestras de
TGF-Beta 3 mutante de la Seccidn 3.14 se intercambid el
buffer usando columnas de de giro de d%salinizacién de
proteina (Plerce) en buffer de muestra lde SDS-PAGE. Se
cargaron 3 png de las proteinas mutantes de TGF-Beta 3

(muestras reducidas y no reducidas), 3 pg de TGF-Beta 3

tipo salvaje control positivo (reducido vy Ao reducido} y 10
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pL de estandares de peso molecular Invitrogen Mark 12 en un
gel de poliacrilamida (10%-20% (v/v) de gradiente de
acrilamida). Una vez que la electroforesisifinalizé el gel
se tifid con azul Coomassie. |

Cono se esperaba el TGF-Beta 3 tipol salvaje y la
proteina mutante Glye3-Ala corrieron fen posiciones
idénticas en el gel (~13 kDa para- las mueétra reducidas y
25 kbDa para las no reducidas). De modo i%teresante no se
detectaron bandas de proteina mutante GlyGﬁ—Pro en el gel
no reducidc pero se detectaron en gel rehucido. Como la
eficiencia de replegamiento de Gly63-Pro fue muy baja (<1%)
es probable que se produjeran mﬁltiplés especies de
replegamiento, las gue estuvieron por debajg de los niveles
detectables por Cocmassie (>1 ug). Sin jembargo, cuando
estas especies se redujeron la concentracién del mondmero
de Gly63-Pro reducido fue superior a 1 ug &e del limite de
deteccién del colorante de Coomassie vy en;consecuencia se
puede observar Gly63-Pro en el gel reducidd. La posicién de
la banda proteica de Gly63-Pro reducida ;fue ligeramente
superior que la banda para el TGF-Beta 3 t#po salvaje. Esto
fue los esperado ya gque la sustitucién de glicina 63 con
una prolina hizo a 1la pfoteina mutante Gly63-Pro una
molécula mas grande gque TGF-Beta 3 tipo salvaje (vera
Figura 3). j

!

2.2 Ensayo de inhibicidén de crecimie&to celular para
comparar la actividad biolégica de loﬁ TGF-B3 de 1la
invencién con los TGF-83 tipo salvaje E
En ensayo de inhibicidén de crecimiénto celular (A

Meager, 1991) es una prueba de actividad biolégica in-vitro



92

para las moléculas de TGF-Beta. El ensayo colorimétrico se

basa en el efecto inhibitorio de las moléculas de TGF-Beta
sobre el crecimiento de ensayo colorimétricc se basa en el
efecto inhibitorio de las moléculas de TGFBeta sobre el
crecimientc de las células epiteliales de pulmdédn Mink
(MLEC). Se agregaron 100 plL de medio de su?pensién celular
~que contiene : 1 x 10° de células MLECkml Yy se agrego

medico complete (DPMEM(Invitrogen), 0,01 M be buffer Hepes

(Invitrogen), 2 mM de L-Glutamina (Invitrogen), L-arginina
' |

(Invitrogen), L-Asparagina (Invitrogen), 100 unidades/ml
mde penicilina (Invitrogen), 50pg/ml de| estreptomicina

{(Invitrogen) y 5% de suero fetal de carnero'(Invitrogen)) a
cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Después de la
incubacién toda la noche a 37°C, 5% de CéZ, se agregaron
diluciones seriada (10 pg/mlL a 500 pg/mLH de muestras de
TGF-Beta 3 diméricas mutantes (de la Sec%ién 3.14) a 1la
placa(s). Los pocillos control recibieron 200 ul de medio
completo y 10% (v/v) de 0,25 M de maltosJ. Las placas se
incubaron durante 120 hr y se agregaron 50 LL de 2 mg/mL de
bromuro de 3—[4,5—dimetilti%zonil—2—il]—2,5—
difeniltetrazolio: azul de fiazolilo (MTT} Sigma) a cada
pocillo. Las placas se incubaron d@rante 4 horas
adicionales y luego se extrajo el medio. ?e agregaron 100
uL de 0,05 M de HCl1 (BDH), isopropanocl ébsoluto (BDH) a
cada pocillo y el formazan resultante isolubilizado se
cuantificéd a 570 nm usando un lectoﬂ de microplaca
(Victor? 1420). g

Gly63-Ala, un TGF-B3 de la invenciédn, pﬁesenté un efecto
inhibitorio sobre las células MLEC en un rango de

concentraciédn de 0-500 pg/mL. Como se pue@e observar en 1la

|
|
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Tabla 4, la proteina mutante Gly63-Ala tuvj una ICsp; de 34
pg/mL en comparacién con TGF-Beta 3 tipo salvaje que tiene
una ICso de 26 pg/mL.

2.3 Analisis de secuencia de aminoacidos

Se secaron al vacio 50 microlitros de muestras de TGF-
Beta 3 tipo salvaje y mutante de la Seccién13.14 y luego se
resuspendieron en 20 pl de una solucidn qué ceontiene 50 mM
de NH4HCO3 y 10% (v/v) de acetonitrilo. Se résuspendieron 20
ng de tripsina de calidad de secuenciacién;(Promega) en 10
1l de buffer de resuspensién provisto por él kit (Promega)
para dar una concentracién de tripsina dé 2 ug/ul. Esto
luego se diluyd en 50 mM de NHHCO; vy 10% (v/v) de
acetonitrilo para dar una concentracién fJnal de tripsina
de 0,2 ng/ul. La digestién se realizé durante la noche por
la adicidén de tripsina en uné relacién de 1:20 (p/p) de las
proteinas de TGF-Beta 3 tipo salvaje ‘y mutante. La
digestidén se inactivdé por la adicion de acido foérmico

(Fluka) a wuna concentracidén final de q,l% (v/v). Las

muestras luego se diluyeron a 1 pmol/pl de béptidos y luego

se analizaron por un proceso de nanoflujoiRPLCMS (sistema
Ultimate. Dionex en linea con un Q—ToFZ,i Micromass). Se
realizdé la cromatografia en una columna' de 75 um C18
(empacamiento LC) que utiliza un gradiente|de 45 min desde
5% de acetonitrilo a 55% de acetonitrile (Romil). EI1
anadlisis MS adoptdé la forma de analisis dgpendiente datos
donde el instrumento midié la m/z de los'hones peptidicos
que eluyen de la LC y se seleccionaron los:iones apropiados
por analisis MS-MS donde se empled 14 descomposicidn
inducida por coclisidén para obtener lai informacidén de

secuencia de los iones peptidicos fragmentados.

!
i
|
|
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3 Caracterizacién in vivo de los TGF-B3 de la invencion
Los efectos bioldgicos de las proteinas de TGF-Beta 3
tipo salvaje y mutantes activas replegadas‘se investigaron
sobre la curacidon de heridas.incisionales y, excisionales (3
dias después de la herida) y formacidn dé cicatrices (70

!
dias después de la herida) en ratas macho adultas.

3.1 Comparacidén de los efectos de TGF%BB tipo salvaje
y TGF-P3 de la invencidn sobre la curacion dé heridas

Las ratas macho (Sprague Dawley) se 3nestesiaron con
halotano y se afeitaron sus lomos. Se marcaron las
posiciones de las heridas wusando un moldF patentado con
tinta marcadora de la piel como se muestralen la Figura 4.
Las muestras se diluyeron en buffer de vehiculo estéril que
contiene 0,25 M de Maltosa (Sigma), 0,002% (v/v) de &cido
acético y 0,33% (v/v) de alcohol 1isopropilico a las
concentraciones descriptas en la TablaJ 4. Todas las
muestras se esterilizaron con filtracidn f eran libres de
endotoxina. S8Se usaron cuatro ratas por: cada grupo de
tratamiento. Se inyectaron por via intradérmica 100 ul de
muestra de cada grupo de tratamiento (ﬁabla 4) en las
posiciones de heridas marcadas A y B (exce%to en las ratas
gque no recibieron tratamiento - "naive™). én las posiciones
A y B se tomaron muestras de biopsias. Toéos los animales
se alojaron en jaulas separadas. Después |de 24 horas los
animales recibieron una segunda dosis de muestra. Después
de 3 dias se fotografiaron las heridas y analizaron usando

un sistema de clasificacidén analdgico vispal macroscédpico

(modificado de Beausang, E et al. 1998)! Se realizd el
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analisis estadistico de los datos usando |las pruebas de
Mann Whitney U/T de Student. Un vwvalcr| de p<0,05 se

considerd significativo.

3.2 Evaluacién de heridas incisionales al dia 3
tratadas con TGF-P3 tipo salvaje o TGF—531de la invencidn
sobre la curacién de heridas usando unﬁ escala visual
analégica macroscdpica ’ !

Se examinaron las heridas incisionales d?spués de 3 dias
usando un sistema analdégico visual (VAS) ﬁacroscépico. En
esta escala de 10 puntos un puntaje de (4 representa una

herida bien curada y un puntaje de 10 repreéenta una herida

muy mal curada. Los datos muestran que:

El tratamientc con 50 ng/100 pL o 100 ng/100 plL de TGF-
Beta 3 de tipo salvaje disminuye el punéaje de VAS (es
decir, mejora el aspecto macroscopico de has heridas) en
comparacién con no tratamiento {control sin tratamiento).
El tratamiento con 1la dosis de 100 nJ/lOO UL mejord
significativamente (p<0,05) el aspecto de‘las heridas en
comparacidén con no tratamiento (control sin tratamiento),
es decir curacidn acelerada.

El tratamiento con 50 ng/100 uL o 100 ng/100 uL de
Gly63-Ala mutante disminuye el puntaje VAS en comparacién
con no  tratamiento (control sin tratamiento) Yy  sSon
comparables a las heridas tratadas con FGF—Beta, 3 tipo
salvaje es decir, no empeora la curacidn. }

El tratamiento ccn 50 ng/100 uL o 160 ng/100 uL de
Gly63~Pro mutante disminuye el puntaje VAS en comparacioén

. . I
con no tratamiento (control sin trat@mlento) 3% 50N

!
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comparables a las heridas tratadas con TGF-Beta 3 tipo
salvaje es decir, no empeora la curacién.
|

3.3 Evaluacién microscépica de ancho| de herida para
heridas excisionales del dia 3 tratada con proteinas de
TGF-Beta 3 tipo salvaje y mutante

Se evaludé microscdédpicamente el ancho| de la herida

excisional después de 3 dias. Todas las heridas tratadas
con proteinas de TGF-Beta 3 tipo salv?je y mutantes
mostraron ancho de la herida comparables cén el control de
placebo y no tratamiento {(naive), lo que éonfirma que las
proteinas de TGF-Beta 3 mutantes no tienen %fectos adversos

sobre la curacidn (Figura 6).

3.4 El efecto de las proteinas de TGF-Beta 3 de tipo
!

salvaje y mutante sobre la

Las ratas macho (Sprague Dawley) se ?nestesiaron con

. \
halotanc y se afeitaron sus lomos. Se marcaron las

posiciones de las heridas usando un molde éstandarizado con
tinta marcadora de la piel como se muestraien la Figura 7.
Las muestras se diluyeron en buffer de vehilculo estéril que
contiene 0,25 M de Maltosa (Sigma), 0,002% (v/v) de é&cido
acético y 0,33% (v/v) de alcohol isoﬂropilico a las
concentraciones descriptas en la Tabla 5.Tadas las muestras
se esterilizaron con filtracidn y %ran libres de
endotoxina. Se wusaron cuatro ratas por! cada grupo de
tratamiento. Se inyectaron por via intradérmica 100 pL de
muestra de cada grupo de tratamiento (?abla 6) en las
posiciones de heridas marcadas A y B (excebto en las ratas

gue no recibieron tratamiento - "naive"). En las posiciones

P
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A y B se realizaron incisiones larga de |1 cm de dgrosor

completo con una hoja de escalpelo No. | 11. Todos 1los

animales se alojaron en jaulas separadas. Después de 24
horas los animales recibieron una segunda d%sis de muestra.
Después de 70 dias se fotografiaron la# cicatrices vy
analizaron usando un sistema de clasificacién analdgico
visual macroscopico {(modificado de Beausang, E et al.

1998). Las heridas se extirparon vy éolocqron en solucidn

|
salina buferizada 10% antes de proce%arlas para la

evaluacidén histoldgica en bloques de cera.|] Los bloques de
cera se cortaron en secciones seriadas [de 5 uM y se
colocaron en portaobjetos. Los portaobjetos se tifieron con
Massons Tricrémico y se analizaron. Se realizdé el andlisis
estadistico de los datos usando las pruebas;de Mann Whitney
U/T de Student. Un valor de p<0,05 se consideré
significativo. ' ;
|

3.5 Evaluacién de las heridas incisio?ales al dia 70

usando VAS macroscépico.

Las heridas’ incisionales se examinaroq después de 70

dias wusando un sistema VAS macroscdpico. Un puntaje 10

indica una mala cicatriz y un puntaje de 0 es piel normal

(Figura 8). Los resultados del andlisis VAF de las heridas

el dia 70 muestran gque: l
El TGF-Beta 3 tipo salvaje (en dosis d% 50 ng/100 uL vy

100 ng/100 puL) redujo 1la formacidn dq cicatrices en
|
comparacién con las heridas tratadas con placebo vy sin

tratamiento. Para ambas dosis esta | reduccidn es
I

estadisticamente significativa en compa;acién con las

heridas tratadas con placebo (p<0,05).

|
|
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El Gly63-Ala mutante (en dosis de 50 ng/100 uL y 100
ng/100 pL) redujo la formacidn de cicatrice% en comparacidén
con las heridas tratadas con placebo vy sin tratamiento.
Para la dosis de 50 ng/100 uL estJ reduccidén es
estadisticamente significativa en comparacidén con las
heridas tratadas con placebo (p<0,05).

Gly63-Pro mutante (en dosis de 50 ng/lOinL y 100 ng/100
uL) redujo la formacidén de cicatrices en |comparacidén con
las heridas tratadas con placebc y sin tratamiento.

Glul2-Ser mutante (en dosis de 50 ng/100} pL y 100 ng/100

pL) redujo la formacidén de cicatrices en |[comparacidén con

las heridas tratadas con placebo y sin tratgmiento. Para la
dosis de 50 ng/100 plL esta reduccién es estadisticamente
significativa en comparacidén con las heriqas tratadas con
placebo (p<0,05).

La mutante de serina doble (Glul2-Ser & Arg52Z-Ser]) en
dosis de 50 ng/100 puL y 100 ng/100 pL red&jo la formacidn

. . ., .
de cicatrices en comparacidén con 1las heridas tratadas con

|
|

3.6 Evaluacién microscdpica de las heridas incisionales

placebo y sin tratamiento.

|
al dia 70. |
|
Los efectos macroscépicos indicados usando el sistema de
v . . pqoe b . P
puntuacién VAS se confirmaron por andlisis histoldgico.

Lesa ejemplos representativos de los portaoblietos

|

histolégicos se muestran en las Figuras} 12 y 13. 1las

microfotografias histolégicas muestran que la adicidén de

proteinas de TGF-B3 de acuerdo con la invencidn induce una

|
mejora similar a la que se observa con TGFTB3 tipo salvaje.

Las proteinas de la invencidn inducen! las fibras de
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colageno dentro de la cicatriz a adoptar morfologia vy

organizacidédn similar a la de la piel normallcircundante.
4 Conclusiones

La flexibilidad de la alfa hélice (entreilos residuos de
amincacidos 58-67) impacta sobre la formaci@n de TGF-Beta 3
dimérico correctamente replegado funcioqal durante el
replegamiento. La estabilizacién de la alfa hélice por la
sustitucidén de glicina 63 con alanina Jejora mucho la
eficiencia de replegamiento ya que la deseétabilizacién de
la alfa hélice por la sustitucién de gliciné 63 con prolina
tiene un efecto opuesto. '

La sustitucidén de glicina 63 con alanina o prolina no

altera la curacidén de herida en comparaciéT con TGF-Beta 3

tipo salvaje.

Gly63-Ala y Gly63-Pro reducen la formacipn de cicatrices
en comparacién con las heridas tratadas con placebo y no
tratadas. |

La formacidén del 'puente salino' (entré Arg52 y Glul2)
no altera la eficiencia de replegamiento de TGE-Beta 3.

Glul2-Ser y la mutantev de serina déble reducen la
formacidén de cicatrices en comparacidn éon las heridas

tratadas con placebo y no tratadas.
|
|

|

5. Protocolos preferides para la p#oduccién TGF-B3

L NP |
monoméricas y diméricas de acuerdo con la presente

invencién. I
Las condiciones preferidas para generac#én de TGF~Beta 3

monoméricos correctamente replegados de !acuerdo con la

presente invencidn son las siguientes:

|
|
|
|
|

i
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0,7 M de &cido 2-(ciclohexilamino)etansulfénico (CHES),
2 mM de glutatidén reducido (GSH), 0,4 mM de glutatidn
oxidado (GssG), 0,12 mg/mL de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8°C.

30 mM de taurcodeoxicolato, 0,7 M de CHEé, 2 mM de GSH,
0,4 mM de GSSG, 0,12 mg/mL de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8°C.

1M de NDSB-201, 2 mM de glutatidén reduclido (GSH), 2 mM
de glutatidn oxidado (GSSG), 0,12 mg/mL deiTGF—Beta 3, pH
9,5 a 2-8°C. .

0,7 M de CHES, 2 mM de glutatidén reducido (GSH), 2 mM de
glutatidén oxidado (GSSG),-O{12 mg/mL de TGq—Beta 3, pH 9,5
a 2-8°C. ‘

30 mM de taurodeoxicolato mas 1M de NDSB-221, 2 mM de
glutatidén reducido (GSH), 2 mM de glutatidn| oxidado (GSSG),
0,12 mg/mL de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8°C. :

|

30 mM de taurodeoxicolato mas (0,7 M de CHES, 2 mM de
glutatidén reducido (GSH), 2 mM de glutatién’oxidado (GSsG),

0,12 mg/mL de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8°C. |
|
30 mM de taurodeoxicolato, 0,7 M de CH%S, 2 mM de GSH,
2mM GSSG, 0,12 mg/mL de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8°C.

En general un TGF-B3 de acuerdo con la presente

I
invencidn se puede plegar en una |forma dimérica

biclébgicamente activa por un método que comprende agregar

TGF-$3 monomérico no plegado solubilizade| a una solucién

1
que contiene: ' !

(1) Aacido 2-(ciclohexilamino)etansulfénico (CHES) o un
l
|
!
(11) un sistema redox sulfhidrilo/di$ulfuro de bajo

analogo funcional de este; vy
pesos molecular; e

incubar el factor de crecimiento en la solucidén hasta

que se forma el TGF-R3 dimérico biolégicame%te activo.
b

4
?
|

o
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Las condiciones preferidaé para la generacidén TGF-Beta 3
diméricos <correctamente replegados de apuerdo con la
presente invencidén son los siguientes:

0,7 M de &cido 2-(ciclohexilamino)etansulfénico (CHES),
2 mM de glutatién reducido (GSH), 0,4 mM de glutatién
oxidado (GSSG), 0,12 mg/ml de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8°C.

30 mM de taurodeoxicolato, 0,7 M de CHES, 2 mM de GSH,
0,4 mM de GSSG, 0,12 mg/mL de TGF-Beta 3, pA 9,5 a 2-8°C.

30 mM de taurodeoxicolato, 0,7 M de CHE§, 2 mM de GSH,
2mM GSSG, 0,12 mg/mL de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8°C.

CONDICIONES EXPERIMENTALES PREFERIDAS: |
5.1 CLONACION DEL VECTOR Y TRANSFORMACION EN CELULA
HUESPED.
El vector pET-24d deriva del vector pBR322 y contiene un

promotor T7 bajoc el control de LacUVS y jun gen marcador

resistente a kanamicina. t

El ADNc que codifica 1los TGF-B3 de la invencidén se
pueden digerir con 0,75 ul de Ncol (New England Biolabs) y
0,75 ul de BamHl (New England Biolabs) conlbuffer BamH1l 1X
(New England Biolabs) en una reaccidén de 1% pL (agua libre
de nucleasa, Novagen) a 37°C durante 4 horaL. Se digirid un
microlitro de plasmido pET-24d (Novagen) de la misma
manera. El ADNc digerido y el fragmento dei plasmido mayor
se purificaron en gel de agarocosa y se requéeraron usando el
kit de extraccidén de ADN en gel SpinPrep (NFvagen).

El ADNc y 1los fragmentos de plésmido purificados se
ligaron usando un kit de T4 ligasai (Novagen) . ELl

ADNc/plésmido ligado se transformé en HMS174 (DE3), (kit de

!
transformacidén Novagen HMS174 (DE3)). Se seleccionaron los

|
|
|
|
|
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transformantes por sembrado en placas de [agar con caldo

Luria (LB) que contienen 50 g/ml | de kanamicina

(Invitrogen). Se seleccionaron los clones adecuados para la
digestidn por restriccidn y/o expresidn. J
|

5.2 Seleccidén del clon para la expresﬂén del producto

Los clones se cultivaron en cultivos Ien matraces de
agitacidén de “caldo Terrific” de concentrac%én media (6 g/L
de peptona de fitona (Becton Dickinson), l2|g/L de extracto
de levadura (Becton Dickinson), 2 g/L de glicerol (IT
Baker), 1,16 g/L de fosfato de potasioi monobasico (JT
Baker), 6,25 g/L de fosfato de potasio dibégico (IT Baker),
con ¢s a 1 litro de agua destilada) vy seiinduce una fase
exponencial a una DCgo entre 0,65 y 0,85 c&n 1 mM de beta-
D-tiogalactopirandsido de isopropilo (IPTG)L Se tomaron las
muestras pos-induccidén 3 horas después d% la adicidn de
IPTG vy se analizarcon por electroforeéis en gel de
poliacrilamida dodecilsulfato de sodio (SéS—PAGE) para la
induccidn y expresidéon del producto. Se co%rieron muestras
de los clones en un gel NuPAGE® Novex 12%ide Bis-Tis, 1,0
mm (Invitrogen) duranteraproximadamente 40+5O minutos a 120
miliAmp y 200 voltios y luego se tifieron con azul de
Coomassie. La expresiédn de los TGE-B3 dei acuerdo con la
invencidén en consecuencia se puede inaucir en estos
cultivos. 5
|
5.3 Patrén de células congeladas

Los clones se cultivaron en un matraces! de agitacidén en

caldo Terrific de concentracién media !a una DOgop de

t

aproximadamente 1 y se conservaron come patrones de
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glicerol por la adicién de glicerol a 20% (v/v). Se
alicuotaron 1,2 ml de caldec en crioviales de 12 x 2 ml (gue
contenian 0,3 ml de glicerol) y luego se conservaron a -
70°C. I
|
5.4 Confirmacidén de secuencia del gen ae TGF-Beta 3.
Se tomaron muestras de "los cultivos usados para los
patrones de células congeladas antes de lla adicién de
glicerol y se usaron para el aislamiento del plasmido
usando un kit Qiagen MiniPrep. E1 plésm}do aislado se
secuencid y verificd usando un cebador proﬁotor T7 (5'-TAA

TAC GAC TCA CTA TAG GG-3') y y un cebado% terminador T7
(5'-GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3").

5.5 Cultivo de semilla.

Un clon adecuado seleccionado 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 Intern%ciénal), 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/mi de
kanamicina. El matraz se incubd con agitaci%n a 37°C y 200
rpm y se muestred periddicamente para medir la DOssg. Cuando
la DO del cultivo alcanzd 3,21 U/ml (después de 7 horas) se
usd el caldo de células para sembrar un feémentador de 150

L (volumen de trabajo de 100 L.

5.6 Fermentacién

Se usaron novecientos mililitros de caldg celular (de 1la

Seccidn 3.6) para inocular un fermentador |de 150 L (WHE)

que contiene 90 L de medio de cultivo en lbte (0,6 g/L de
: |
I
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K;HPO4, 0,4 g/L de KH;PO4, 1,25 g/L de NH4S04s, 12 g/L de HY-
Soy, 24 g/L de extracto de levaduras y 10 g%L de glicerol).
Los paradmetros operativos de la fermentacidn se controlaron
de la siguiente manera: punto de ajuste lde temperatura
37°C; punto de ajuste de pH, 7,0 (mantenidé usando 4 N de

hidrdéxide de amonio y 4 N de acido fosfér}co), y oxlgeno

disuelto (DQO) calibrado inicialmente a 100%.1La presidn del
cabezal del recipiente fue 7 psi, y la agitaFién y flujo de
aire fueron de 200-400 rpm con un volumﬁn de aire por
volumen de medio por minuto. (vvm o slpm), r%spectivamente.
El DO se mantuve por encima de 20% por eliajuste de 1los
parametros de ajuste con la siguiente prioridad: agitacién
{(max. 400 rpm), aeracién (max. 1,5 vvm),l suplemento de
oxigeno (max. . 33,3 Ipm), vy presidén trasera (+éx 12 psi). La
formacidén de espuma se controld con Pluronic L-61 {25%
" v/v). Cuando la DO del cultivo alcanza 10 U/ml se inicia

una alimentacidédn de glicerol (50% v/v) con u%a velocidad de

flujo de 45 ml/min. Cuando la DO alcanza} 40 U/ml, las
|
células se inducen con la adicidén de IETG hasta una

|
concentracién final de 0,2 mM. \
|
|
i

5.7 Recoleccidn

Después de 4 horas pos-induccidn, el éermentador se
refrigera a 10°C y se reducen el flujo de aire y la
agitaciéon a 0,3 wvvm y 100 rpm respectivamente. Los
controles de espuma y pH terminan y se ajugta la presidn
trasera a 3 psi. Se recolecta el cultivo por éentrifugacién

continua con una centrifuga continua Westfali§ CSA8 a 10°C.

La centrifuga operd a 15.000 rpm y una velocdidad de flujo

|
|
|
|
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|

de 3 litros por minutecs y se recolectaron las suspensiones
celulares. %

5.8 Lisis celular y recuperacién de IB

La pasta de células de fermentacién (de ila Seccidn 5.7)
se diluydé 1:5 con buffer de lisis (6,1 g/% de TrizmaBase
(Tris), 3,7 g/L de &cido etilendiaminotetraacético (EDTA),

58,44 g/L de NaCl y 10 g/L de Triton X-100, pH 8,0) y se

resuspendidé usando un homogenizador manial. La pasta
celular resuspendida se pasd dos veces a| través de un
homogenizador de alta presidén (parametros: éresién, 10.000
psig; velocidad de flujo, 450 ml/min; vy températura, 15°C).
El lisado celular homogenizado luego se centrifugd
(centrifuga de cabezal, rotor de angulo fiﬂo) a 5.000 xg
durante 20 minutos a 4°C. Se descartd ei sobrenadante
dejando el TGF-Beta 3 insoluble (cuerpos delinclusién). El
pellet de cuerpos de inclusidén (IB) se gesuspendié en
puffer de lavado (6,1 g/L de Tris y 3,72 gﬂL de EDTA, pH
8,0) usando un homogenizador manual y se centrifugd (5.000
xg durante 20 minutos a 4°).
|

5.9 Solubilizacidén de cuerpos de inclusﬂén

El sedimento de la Seccidn 5.8 se diluy% 1:10 con el
buffer de solubilizacién (6,1 g/L de Tris, 15,4 g/L de DL-
ditiotreitol (DTT) y 360,4 g/L de urea, pé 8,0) y re-
suspendidé en un homogenizgdor manual. La %uspensién se
cubrié y dejdé agitar durante 60-75 minutos, a temperatura
ambiente para solubilizar los cuerpos dea inclusién vy
reducir el TGF-$3 a sus forma monomérica. El ?H del pellet

resuspendido se ajusté a pH 9,4-9,6 con NaOH/acido acético

|
'
1
|
|
|

|

|
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antes de la incubacidén durante un seqgundo tiempo de 60-75

minutocs.

5.10 Clarificacién/ultrafiltracidén y diafiltracién

El material solubilizado de la Seccién 5:9 se clarificéo,
concentré y diafiltrd en un sistema de fllujo tangencial
({TFF) (Millipore}. La clarificacién y' concentracién
iniciales se obtuvo con una membrana de cﬂarificacién TFF
preacondicionada (Millipore Pellicon 1000; kDa, celulosa
regenerada, prueba V). El TGF-Beta 3 %clarificado se
recolectd en el permeato. Luego se cambia a!una membrana de
ultrafiltracién/diafiltracién (UF/DF) (Miliipore Pellicon
5kDa, celulosa regenerada, prueba C), el TGF-Beta 3 luego

se lava en 6 volUmenes de diafiltracidén, del buffer de

solubilizacidén (6,1 g/L de Tris, 15,4 g/L |de DIT y 360,4

5.11 Ultrafiltracién/Cromatografia de interaccién
{
|

g/L de urea, pH 9,5).

hidrofébica.

La solucidén replegada seleccionada se concentrd 5 veces

|
|
por ultrafiltracidén -(la membrana fue un% ldamina plana
Millipore Pellicon 5 kDa, 0,1 m?, prue%a de celulosa
regenerada). El pH del material replegado céncentrado luego
se ajustd a un pH de 2,5-2,8 usando écido!acético glacial
antes de diluir 1:1 en buffer de diluciéﬁ (2,72 g/L de
acetato de sodio, 264,28 g/L de sulfato desamonio, 100 g/L
de &cido acético, y 210,7 g/L de clorhidrato de arginina de
pH 3,3). Se equilibré una columna de fiujo rapido de

Butilsefarosa 4 (Amersham, 16 cm de alturé de lecho) con

cuatro volumenes de columna de Buffer Ai (2,72 g/L de
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acetato de sodio, 132,14 g/L de sulfato de amonio y 100 g/L
de acido acético a pH 3,3). El material repiegado se filtrd
a través de una membrana de 0,22 pM (filtro Millipore
Millipak) antes de cargarse en una columna de butilsefarosa
a una velocidad de flujo de 100 cm/hora (esta velocidad de
flujo se uso en todo el procedimiento). La éolumna luego se
lavé en Buffer A para cuatro volumenes ée columna. Las
proteinas de TGF-Beta 3 se eluyeron de lJ columna usando
Buffer B (2,72 g/L de acetato de sodio, 160 g/L de &cido
acético y 300 g/L de etanol, pH 3,3). El %rimer pico, que
contiene las proteinas de TGF-Beta 3 en ambas formas

monoméricas y diméricas se mezcld antes de la separacidn de

las proteinas monoméricas y diméricas. [

Informaciin de secuencia !

TGF-/B3 (Secuencia ID No. 1) ! -
ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGY%ANFCSGPCPYLRSADT
THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTEKVEQLSNMVVKSCKCS

1

Mitante de TGF-$3 "Gly63-Ala" (Secuencia ID No. 3)
ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGYQANPCSGPCPYLRSADT
THSTVLALYNTL,NPEASAS PCCYPODLEPLT I LY YVGRTEKVEQLSNMVVKSCKCS

Mitante de TGF-R3 "Gly63-Pro" (Secuencia D3 No. 5)
ALUTNYCFRNLEENCCVRPLXIDFRQDLGWKWVHEPKGYY#NFCSGPCPYLRSADT
THSTVLPLYNTLNPEASAS PCCVPQDLEPLTTLY YVGRTPKVEQLSNMVVESCKCS

!

Mitante de TGF-}3 "Glul2-Ser” (Secuencia ID No. 7) ;

ALDTNYC?RNL§ENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVEEPKGY?ANFCSGPCPYLRSADT

THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS
[

Mitante de TGF-R3 TGF-/3 3 "Arg52-Ser" (Secuencia ID No. 9)

|
|
|
I
|
f
[
t
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ALDTNYCFRNLEENCCVRPLY IDFRODLGWKWVHEPKGY YANFCSGPCPYLSSADT
THETVLGLYNTLNRPEASASPCCVIQULEPLTILYYVGRTPRVEQLSNMVVKSCKCS

Matante de T&F-33 "Gll2-Ser/Argb2-Ser" (Secuencia ID No. 11)

ALDTNYCFRNLSENCCVRPLYIDFRODLGWKAVHEPKGY ‘1]1-'&1\" FCSGPCPYLSSADT
THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPODLEPLTILYYVGRT E:’KVEQLSNM‘.TVK SCKCS

1

,\ .
Secuencia ID No. 2 - ADN que codifica 'I‘Gll?—B3 tipo salvaje

humana

GCT TTG GAC ACC AAT TAC TGC TTC CGC AAC TTG GAG GAG [ARC TGC TGT 8T8 CGC
CCC CTC TAC ATT GAC TTC CGA CAG GAT CTG GGC TGG ARG |TGG GTC CAT GAA CCT
ARG GGC TAC AT GCC ARC TTC TGC TCA GGC CCT Y6C CCA |TAC CTC CGC AGT GCA
GAC ACA RCC CAL AGC ACG GTG CTG GGA CTG TAC AAL NCT [CTG AAC CCT GAA GCR
TCr 6CC TCG CCT TGC TGC GTB CCC CAG GAC CTG GAG CCC \.CTG ACC ATC CTG TAC
TAT GTT GGG AGG ACC CCC AMMN GTG GAG CAG CTC TCC AAC ATG GTG GPG ARG TCT
TGT AAN TGT AGC

|
Secuencia ID No. 4 - ADN que codifica Gly63-—;Ala mutante




GCT
CCC
NG
GAC
TCT
TAT
TGT

Secuencia

CT
€ce

[e1op
cce
ARLG
GAC
TCT
TAT
T&GT

TTG GAC ACC AAT
'AC ATT GAC
TaC TAY GCC ARC
BRCC CAC AGC NG
TCG CCT TGC TGC
GGG AGG ACC CCC
IGT NGC

cTC
GGC
ACA
GCC
GIT
ARA

ID

Treé GAC
CTC TAC

Gel
ACA
GCC
GIT

TAC
ncc
TCG
GGG

Ang 1TGT
Secuencia ID No.

Secuencia ID

GCT
CCC
ARG
GAC
1CT
TATY
TGT

TTG
CTC
GGC
RCA
GCC
GrT
BBA

GhC
TAC
TAC
ACC
TCG
GGG
TGT

No.

ACC
ATT
TAT
CAC
CcCT
DGG

TAC
TTC

yyels)
CGA
TTC
GI'G
GIG
ARA

108

TTC
CaG cGA
TGC TC
Ccre
CcCcC
GI6

CGC

GCa
CRG
GAG

ARC
T CIG
A GGC
CTG
GRC
CAG

176
GC
ccr
TRC
CTG
crc

GAG
TEG
TGC
AAC
GAG
TCC

GRG AAC

AAG TCG
CCA TAC
ACT CTG
cce C16
AAC ATG

TGC
GTC
cTC
AAC
ACC
GTG

TGT
CAT
CGC
CCT
RTC
GIG

6 - ADN que codifica Gly63ﬁPro mutante

AAT TAC
GAC THC
GCC AARC
aGC acCG
TGC TGC
ACC CCC

AGC

TTG GAC ACC
CTC TAC
GGC TAC
ACA ACC
GCC TCG
CETT GGG
ARA TGT

No.

ACC
ATT
TAT
CAC
CCT
GG
nGC

ATT
TRY
CAC
CCT
AGG
AGC

TGC
CGh
TTC
GTG
GTG
ARR

TTC
CRG
TGC
CTg
CcCcC
GTG

cGeC
GAY
TCA
cea
CAG
GRG

ARC
crs
GGC
CTaG
CAC
CAG

TTG
GGC
ccT
TAC
CiG
cre

GG CRG
TGG AAG
TGC CCA
ARG ACT
GAG CCC
TCC AAC

AAC
TGG
TAC
CTG
CIG
MTG

TGC
GTC
CTC
RAC
ACC
GTG

6T
CAT
CGC
ccr
ATC
GTG

8 - ADN que codifica Glul2-Ser mutante

ART TAC
GNC TTIC
GCC AMC
AGC ACG
TGC TGC
ACC CCC

TGC
cGA
TIC
GG
GTG
AAR

TTC
CAG
TGC
G
cce
GTG

10 - ADN que

ART TAC
GAC TTC
GCC AAC
AGC ACG
T6C 16C
ACC CCC

Secuencia ID No. 12

Ser mutante

GC1

PITG
cee
BAG
chiin
TCT
TAT
TGT

CAC ACC
CTC TAC
3GC TAC
RCR RCC
GCC TCG
GTT
ARA TGT

ATT
TAT
CAC
CCr

GGG AGH

AGC

AAT TAC
GAC 1TTC
GCC ARC
AGC ACG
TGC TGC
RCC CCC

cGe
GAT
TCA
GGA
ChRG
GRG

codifica

TGC TTC CGC
CGA CAG GAT
TT¢ 2fCC TCA
GTG CIG GGA
GTG CCC CAC
AAM GTG GAG

RRC
(wry €1
GGC
C1G
GAC
CAG

ARAC
CTG
GGC
C16
GAC
CAG

TTG

TCGe

GGC TGG

cCT

TGC

TAC AAC

CTG
CTC

TG
GGC
CCT
ThC
CTG
CTC

Arg52-Ser

GAG
TGG
TGC
MC
GAG
TCC

GAG
TCC

|

|
GAG
RAG
CCA
ACT
cCe
ARC

GéG AARC
ARG TGG
CCA TAC
AGCT CTG
CQC CTG
AAC ATG

AAC
TGG6
TRC
CTG
CTG
AYG

TGC
GIC
CTC
ARC
ACC
GTG

TGC
GTC
CTC
AAC
ACC
GTG

TGT
CAT
CGC
CCT
ATC
GG

mutante

T6GT G
CAT GAA CCT
AGC A
CCT
ATC

GTG CGC
GAR CCT
AGT GCER
GAA GCR
CTG TAC
ARG TCT

GTG CGC
GBRA CCT
AGT GCA
GAA GCA
CTG TAC
ARG TCT

GG CGC
GAR CCT
AGT GCA
GAA GCA
CTG TAC
ARG TCT

™6 CGC

GT GCA

GAA GCA
CrG TAC
GTG ARG TCY

- ADN que codifica Glul2-Ser/Arg52-
|

TGC
CGA
TTC
GTG
GTG
AdA

TTC
CAG
TGC
CTG
cce
GTS

CGe
GAT
TCA
GGA
CRG
GMG

hAC
CTG
GGC
CTG
GRC
CRG

TG
GGC
ccr
TAC
CTG
cre

TC¢
TGGE
TGC
AMC
GAG
TCC

GAG
nAG
CCA
ACT
cece

AAC
1GE
TAC
CPG
Cre
MG

TGC
GTIC
CTC
ANC
ACC
GTG

TGT
CAT
AGC
CCT
ATC
GTG

GTG
GAA
AGT
GAN
CTG
RAG

cGe
CCT
GCh
GCA
™mC
TCr
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Tabla 2
Nomenclatura Sustitucién de IEfecto sobre la
de mutante aminoacido estructura
Gly63-Ala glicina 63 reemplazado ’Estabiliza alfa
con alanina hélice
Glyé63-Pro glicina 63 reemplazado “Desestabiliza
con prolina . alfa hélice
Glul2-Ser acido glutéﬁico 12 [Impide la
reemplazado con serina fo%macién de puente
ArgS52-Ser arginina 52 reemplazado iImpide la
con serina foFmacién de puente
GIul2-Ser y Doble sustitucién en la| | Impice la
Arg52-Ser que Aacido glutdmico 12 es foémacién de puente
reemplazado con serina vy sa&ino
arginina 52 también esté g
|
Tabla 3 {

Eficiencia de replegamiento de TGF-B3 tipo salvaje y TGF-

3 de la invencidn. i

TGF-Beta 3 Porcentaije de diméro
mutante correctamente plegado

Gly63-Ala 50

TGF-Beta 3 20

tipo salvaje

Gly63-Pro 1
Glul2-Ser 20
Glul2-Ser 20

&Argb2-Ser




Tabla 4

Actividad biolégica de TGF-B3 tipo

112

(proteina de TGF-f3 de la invencidn)

de inhibicién de crecimiento celular

Salvgje y Gly63-Ala

evaluada por el ensayo

Proteina ICsg
TGF-R3 tipo 26 pg/mL
salvaje
Gly63-Ala. 34 pg/mL
Tabla 5
Tratamliento del sitio de herida
)

Gr Tratamiento/muestra Concentraci
A TGF-Beta 3 tipo 50
B TGEF-Beta 3 tipo 100
C Glve3-Ala 50 !
D Glve3-Ala 100 !
E Glv63-Pro 50 |
F Glvé63-Pro 100 |
G 0,25 M Maltosa (Placebo N/A i

Control} |
H No tratamiento N/A

Tabla 6.Tratamiento del sitio de herida

i

Gr Tratamiento/muestra Concentracién

A TGF-Beta3l tipo 50 |

B TGF-Betal tipo 100 '

Cc Glvé63-Ala 50

D Glv63-Ala 100 ?

E Glv63-Pro 50 |

F Glv63-Pro 100 i

G Glul2-Ser 50

H Glul?2-Ser 100 j

I Glul2-Sers& Argh52- 50

J Glul?2-Sers Ara52- 100

K 0,25 M Maltosa N/A f
(control de placebo) :

1 No tratamiento N/A
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REIVINDICACIONESS

1. Un TGF-R3, o un fragmento o derivapo de este, en
donde el dominio formador de doble hélice enﬁre residuos de
aminodcidos 58 y 67 del TGF-B3 de tipo salvgje de longitud
completa comprende al menos una sustitucidn para

estabilizar la alfa hélice.

2. Un TGF-B3, o fragmento o derivadp de este, de

acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el residuo

glicina de la posicién 63 de TGF-B3 de %ipo salvaje de
longitud completa se reemplaza con un resid%o de aminoéacido
que estabiliza la alfa hélice. !

3, Un TGF-B3, o fragmento o derivadg de este, de
acuerdo con la reivindicacién o reivindicacién 2, en dende
la sustitucién para estabilizar la alfa hélice cemprende la
introduccién de residuo seleccionado del grupo que consiste
en alanina, serina, treonina, valina, leuc#na, isoleucina;
metionina y fenilalanina. |

4, Un TGF-B3, o un fragmento o derivédo de este, de
acuerdo con la reivindicacién 3, en do%de el residuo
glicina de la posicidén 63 del TGE-f3 de %ipo salvaje de
longitud completa se reemplaza con alanina.i

5. Un TGEF-B3 de acuerdo con la reivindicacidén 4 que
comprende la Secuencia ID No. 3, o un fragmento o derivado
de este. ;

0. Un TGF-B3, o un fragmento o derivgdo de este, de
acuerdo con cualguiera de las reivindicaciobes precedentes,
que no comprende una sustitucién del residuo valina de la
posicién 61 de TGF-B3 tipo salvaje de longi%ud completa.

7. Un TGF-B33, o un fragmento o deri&ado de este, en

|
donde el residuo glicina de la posicidén 63 del TGF-B3 de
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tipo salvaje de longitud completa se reemplaza con prolina.

8. Un TGF-B3 de acuerdo con la reivindicacién 7 que
comprende la Secuencia ID No. 5, o un fragmento o derivado
de este. }

9. Un TGF-B3, o un fragmento © derivaéo de este, que
comprende una sustitucidn del residuo de écibo glutamico de
la posicidn 12 del TGF-33 de tipo salvape de longitud
completa y/0 el residuo de arginina de la bosicién 52 del
TGEF-B3 de tipo salvaje de longitud completaj

10. Un TGF-p33, o un fragmento o derivado de este, de
acuerdo con la reivindicacidn 9, en donde la sustitucidn, o
substituciones, es con un residuo ]de aminoacido
seleccionado del grupo gue consiste: s%rina: alanina;
treonina; wvalina; iscoleucina; metionina; %enilalanina; y
leucina.

}L Un TGF-B3, o un fragmento o deriv?do de este, de
acuerdo con la reivindicacién 9 o reivin?icacién 10, en
donde el residuo de acido glutamico de la posicién 12 del
TGF-$33 de tipo salvaje de longitud completaiesté sustituido

con serina :

12. Un TGF-B83, o un fragmentoc o deriv%do de este, de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaci?nes 9 a 11, en
donde el residuo de arginina de la posici@n 52 del TGEF-B3
de tipo salvaje de longitud completa est& sustituido con
serina. f
13. Un TGF-B3 seleccionado del grupg que consiste
Secuencia ID. No. 7, Secuencia ID. No. 9;y Secuencia 1ID.
No. 11, o un fragmento o derivado de este. !

|

14. Un TGF-(F3 monomérico, o un fragmenFo o derivado de

L
este, de acuerdo con cualquiera de las reiﬂindicaciones 1 a

Py
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13.
135. Un TGF-B3 dimérico o un fragmento ;o derivado de
este, de acuerdo con cualquiera de las reivindicacicnes 1 a

13. f

16. El uso de a TGF-$3, o fragmento dé TGF-(33, o© un
derivado de TGF-B3, de acuerdo con Cuaﬂquiera de las
reivindicaciones precedentes como un medicame#to.

17. El uso de un TGF-B3, o fragmento! o derivade de
este, de acuerdo con cualquiera de las reivindicacicnes 1 a
15 en la preparacidén de un medicamento! para usar en
aceleracién de la curacidén de heridas y/o|la prevencion,
reduccién o inhibicidén de la formacidn de cicatrices.

18. El uso de un TGF-$3, o fragmento| o derivade de

este, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciocones 1 a

15 en la preparacidén de un medicamento para usar in la

|
i
19. El uso de acuerdo con la reiviédicacién 17 o

promocién de regeneracidén epitelial.

reivindicacidén 18, en donde el medicamento ps para usar en
la piel. ;

20. El uso de acuerdo con la reivindicacién 17 o

reivindicacidén 18, en donde el medicamentoies para usar en

el ojo. ‘

:
}

21 El uso de un TGF-$3, o fragmento o derivado de

t
este, de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones 1l a
15 en 1la preparacidén de un medicamento Qara usar en la
prevencidén y/o tratamiento de un trastorno ﬁibrético.

22. El uso de acuerdo con la reivinéicacién 22, en
donde donde el trastorno fibrético se seleéciona del grupo

H
ue consiste en fibrosis ulmonar fibrosis hepéatica
r i I

escleroderma, fibrosis cutédnea, fibrosis mchular, fibrosis

|
|
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por radiacién, fibrosis renal, vitrorretinopatia
proliferativa y fibrosis uterina. }

23. FEl uso de un TGF-B3, o© un fragmentd o derivado de
este, de acuerdoc con cualquiera de las reivi%dicaciones 1 a
15 en la preparacién de un medicamento para!el tratamiento
de trastornos angiogénicos, restenosisp adhesiones,
endometriosis, enfermédad isquémica, muc#sitis oral vy

|
i

enfermedad renal. :

24, El uso de un TGF-B3, o un fragmenté o derivado de
este, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
15 en la preparacién de un medicamento para usar en la
induccién del hueso y cartilage, o en fértilizacién in

vitro. !

|
25. Un acido nucleico que codifica lun TGF-B3, o
fragmento o derivado de este, de acuerdc con cualguiera de

las reivindicaciones 1 a 15.

26. Un método de acelerar la curacién de heridas y/o la

prevencidén, reduccidén o inhibicidén de l§ formacién de
. . . | .

cicatrices, el metodo que comprende proporcionar una

cantidad terapéuticamente efectiva de un! TGF-$3, o un

|

fragmento o derivado de este, como  se describe en

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13/ a un paciente

que necesita dicho tratamiento. |

27. Un método de prevencidn vy/o traﬁamiento de un
trastorno fibroético, el métodoc que compreﬁde proporcionar
una cantidad terapéuticamente efectiva de un TGF-B33, o© un
fragmento o derivado de este, como %e describe en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13; a un pabiente

que necesita dicha prevencién o tratamiento.

28. Un método de acuerdo con 1la reivindicacién 26 o
i
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|

reivindicacién 27, en donde el TGF-83, o fragmento o
derivado de este, se proporciona en la piel del paciente.

29. Un método de acuerdo con la reivindicacidn 26 o

o

reivindicacion 27, en donde el TGF-B3, F fragmento

derivado de este,

se proporciona en el ojo del paciente.




FIGURA 1 Cromatograma de TGF-Beta 3 tipo salvaje en una

columna de butil sefarosa '
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Comparacién de TGF-Beta 3 monomérico coA TGF-Beta 3
|

dimérico por SDS-PAGE (tefiido con azul Coomassie)

cargada por via

I
Via Muestra Concentracién ]
|

1 TGF-Beta 3 tipo 3 g
salvaje

2 Glyé3-Ala 3pg*

3 Gly63-Pro 3ug*

4 Esténdares de peso - 10pl

|
!
molecular Mark 12 i

* el buffer de intercambio de las proteinas muténtes de Glyé63-

Ala y Gly63-Pro produjeron pérdida de algunas muest%as, por lo que

la concentracidén agregada al gel serd menor de los 3 pg indicados,

|

!

- |

No reducido Reducido I

—

1 2 3 4 1 2 3 4

e s o5 M 31 kDa
wiviJ— 2125 KDa
wid 14.4kDa
o 6.0kDa




Figura 4. Molde para herida excisional de

/ N\

|Cabezay

Base de criinee —

<= Linea media

Cola

B

rata



Figura 5 Media de puntaje macroscépico del Dia 3 (* SD)

para heridas incisionales (A vy B) tratadas con TGF-Beta 3

tipo salvaje y proteinas mutantes |

f
|

y
o {3 TGF-Beta 3 ipe salvaje
21 (SUrg LU}
81 O TGF-Beta 3 ipo salvaje
7 {100ng/100pY)
2 g ﬂGlyff!&-A’a[SOngImOulj
s |
éj— S . EGry?MaﬁOOng/IOOM)
= 4 * * i
a I K ®Gly63-Pro 100p1
3 1L :%'Jii 3 1 y6 {50npf100u1)
' .l'l. ’) ‘Bi
2 I tH O Gly63-Pro {100ng 100
14 [ g ; !
0 iEE ®0.25MMaltosa (Placebo)
|
B Sin'tratanlento
Tiatamiento ! '
I

L .
» CuraciGn de herita significativamente sumertada on comparacidn con las herkdas sin tradniento (p<0.05)
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Figura 6. Ancho de herida promedio microscépico de dia 3

para heridas excisionales

(C y D)

TGF-Beta 3 tipo salvaje y mutantes.

tratadas

| p
con protelnas

|

6000 -
4500 -
4000 4
3500 -
3000 -
2500
2000 -

1500 -
1000 -

Ancho de herida superior (pm)

P ot
e

£
ThM

e N R R

[=)

frid, T w Lo

7
i
1

o h

Tratamiento

|
|
|
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16 Gy63-Ala{S0ng 10041
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|

B GY63-Pro (S0ng!100y4)

|
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|
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Figura 7. Molde para herida incisional de rata
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Figura 8. Media de puntaje macroscépico del Dia 70 (%

SD) para heridas

proteinas de TGF-Beta 3 tipo salvaje y mutante

incisionales

(A vy

B)

?ratadas con

i
S

10.00 ,
9.00 +
8.00 -
7.00
8.00 1
5.00 -

Puntaje Vas

4,00 -
3.00 A
2.00 -
1.00 1
0.00

I SO

Tratamiento

) TGF-Bela 3 tipo salvaje
| {sungrivun)

i
© TGF-Betn 3 tipo salvaje
Quungnuy

.;GIyﬂJ-NC‘.(SOng”OUul}
|

I? Gly83-Ala{ 1001y 100,1)
8 G83.Pro (50ng/001)

D Gly83-Pro (1001001

!
B0.250M MaltosaFierebo)

|

[ Sinuatamiento

|

+ Formacién de cicatrices signiticalivamente disminulda én comparacitn con heridas ireladas (p<0.05)

v
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$acroscépicas

Figura 9. Imagenes de cicatriz

representativas (70 dias después de la herida)

TGF-Beta 3 tipo salvaje IGF-Beta 3 tipo salvaje
{50ngr100pL) (100ng/100pL) l

|
|
Gly63-Ala TGF-Beta 3 Gly63-Ala TGF-Bota 3 ’
{60ng/100pL) {100ng/100xL) |

|

ey 4
SRR
pEliine
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Figura S Continuacién. ImAgenes d:e cicatriz /b

,,75
macroscédpicas representativas (70 dias después de la
herida)
Gly63-Pro Gly63-Pro
(50ng/100uL) (100ngl1lf.)0pL)

Placebo (0.25M Sin tl‘nta1lJlieilto
maltosa) |

|
|
|
|
|
|



Figura 10. Puntaje microscopicc promedio del dia 70 para

heridas incisionales

(A y B) tratadas con proteinas de TGF-

Beta 3 tipc salvaje y mutantes

|
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Figura 11. Imagenes de cicatrices microscépicas

representativas (70 dias después de la herida)l

© Glul2-Ser (5ng/100uL)

Glui2-Ser (100ng/1004L)

Glul2-Ser & AvgS2-Ser Glul2-Ser & Arg52-Ser
(50ng/1004L) (100ng/100L)
[




Figura 11 continuacién Imagenes de cicatrices
microscédpicas representativas (70 dias después de la
herida) |

TGER-Betn 3tipo salvaje’50ag/160xL) Placcho (0.25M waltosa:) Coatrol
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12. Imagenes de cicatrices Ticroscépicas

representativas de heridas tratadas con TGEBeta 3 tipo

salvaje, proteinas mutantes Gly63Pro y Gly631|’-\.la (70 dias

después de la herida) {
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Figura 12 continuacioén. Imdgenes de cicatrices

l

microscdpicas representativas de heridas tratadas con TGEF-
i

Beta 3 tipo salvaje, proteinas mutantes Gly63Pro y Gly63Ala

(70 dias después de la herida)
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Figura 13 Imdgenes de clcatrices microscopicas

representativas de heridas tratadas con GlulZ%er y mutante
de serina doble (Glul2Ser y Arg52Ser) 70 dias después de la

herida)

sin natamiento

Flacebo (1.25M maltosa ) (




Figura 13 Continuacién Imagenes de cicatrices

microscépicas representativas de heridas tratadas con

|
Glul2Ser y mutante de serina doble (Glul2Ser yl|Arg52Ser) 70
1

dias después de la
herida)
Mutante serina doble Mutante selina doble
)
{(S0np/100xl.) (100ng/100uL)

Ea Eptdermis |
ND=  Dermis normat i
8= Cicatriz




<110>

<120>
<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Leu
1

val Arg

val His

Pro Tyr

50

Tyr Asn

Renovo Limited
rerguson, Mark

Mellor, Phill

Laverty, Hugh

occleston, Ni

ip
ck

0'Kane, Sharon
Atkinson, Emma

P122996 WO sequence listing
SEQUENCE LISTING

PROTEINS, NUCLEIC ACIDS AND MEDICAMENTS

P90082PWO

GB0604938.1
2006-03-11

16

PatentIn version 3.3

1

112

PRT

Homo sapiens
1

Asp Thr Asn

Pro Leu Tyr
20

Glu Pro Lys
35

Leu Arg Ser

Thr Leu Asn

Gln Asp Leu Glu Pro

Lys val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gctttggaca ccaattactg cttccgcaac ttggaggaga

tacattgact tccgacagga tctgggctgg aagtgggtcc

85

Glu GIn Leu
100

2

336

DNA

Homo sapiens.

2

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

70

Leu

Ser

Cys

Asp

Tyr

AsSp

55

Glu

Thr

Asn

Phe

Phe

Tyr

40

Thr

Ala.

Ile

Met

Arg

Arg

25

Ala

Thr

Ser

Leu

val
105

Asn

10

GlIn

Asn

His

Ala

Tyr

90

val

Leu

Asp

Phe

Ser

Ser

75

Tyr

Lys

gccaacttct gctcaggccc ttgcccatac ctccgcagtg

Glu

Leu

cys

Thr

60

Pro

val

ser

Glu

Gly

Ser

45

val

Cys

Gly

Cys

Asn

Trp

30

Gly

Leu

cys

Arg

Lys
110

Cys|Cys
15

Lys|Trp

Pro, Cys
\
!
I

G1y;Leu

vall pro
80

|
Thr Pro
95}

|

Cys Ser
f
i
|

i
r

actgctgtgt gcg%cccctc 60

atgaacctaa ggg%tactat 120

cagacacaac ccacagcacg 180
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gtgctgggac tgtacaacac tctgaaccct gaagcatctg cctcgocttg ctgegtgecc

caggacctgg agcccctgac catcctgtac tatgttggga ggacccccaa agtggagcag

ctctccaaca tggtggtgaa gtcttgtaaa tgtagc

<210> 3

<211> 112

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Mutant TGF-beta 3 "Gly63-Ala"

<400> 3

Ala Leu Asp Thr Asn Tyr Cys Phe Arg Asn Leu

1 5 10

val Arg Pro Leu Tyr Ile Asp Phe Arg Gln Asp
20 25

val His Glu Pro Lys Gly Tyr Tyr Ala Asn Phe

© 35 40
Pro Tyr Leu Arg Ser Ala Asp Thr Thr His Ser
50 - 55

Tyr Asn Thr Leu Asn Pro Glu Ala Ser Ala Ser

65 70 75

GIn Asp Leu Glu Pro Leu Thr Ile Leu Tyr Tyr

85 90

Lys val Glu Gln Leu Ser Asn Met val val Lys
100 105

<210> 4

<211> 336

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> DNA encoding Gly63-Ala mutant

<400> 4

gctttggaca ccaattactg cttccgcaac ttggaggaga

tacattgact tccgacagga tctgggctgg aagtgggtcc

gccaacttct gctcaggccc ttgcccatac ctecgeagtg

gtgctggcac tgtacaacac tctgaaccct gaagcatctg

caggacctgg agcccctgac catcctgtac tatgttggga

ctctccaaca tggtggtgaa gtcttgtaaa tgtagc

<210> 5

Pagina 2

Glu Glu Asn

Leu Gly Trp

30

ser
45

Cys Gly

Thr val

60

Leu

Pro Cys Cys

val Gly Arg

ser Cys Lys

110

actgctgtgt
atgaacctaa
cagacacaac
cctcgecttg

ggacccccaa

Cys?Cys
15 |
[

Lys'Trp
Pro'Cys

AlaLeu
i

val| Pro
: 80

Thr;Pro
95 |

[
Cys| ser

i
|
i
|

gcgécccctc
gggétactat
ccaéagcacg
ctgcgtgecc
agtégagcag

|
v

240
300
336

60
120
180
240
300
336



<211> 112

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223>

<400> 5

Ala Leu Asp
1
val Arg Pro

val His Glu
35

Pro Tyr Leu
50

Tyr Asn Thr
65

Gln Asp Leu

Lys val Glu
<210> 6
<211> 336
<212> DNA
<213> Arti
<220>
<223>
<400> 6
gctttggaca
tacattgact
gccaacttct
gtgctgccac
caggacctgg
Ctctccaaca
<210> 7
<211> 112
<212> PRT
<213> Arti
<220>
<223>

<400> 7

Thr Asn Ty
5

Leu Tyr Il
20

Pro Lys GI
Arg Ser Al

Leu Asn Pr
70

Glu Pro Le
85

GIn Leu Se
100

ficial

ccaattactg
tccgacagga
gctcaggccc
tgtacaacac
agcccctgac

tggtggtgaa

ficial

P122996 WO sequence listing

r Cys phe

e Asp Phe

y Tyr Tyr
40

a Asp Thr
55

o Glu Ala

u Thr Ile

r Asn Met

cttccgeaac
tctgggetgg
ttgcccatac
tctgaaccct
catcctgtac

gtcttgtaaa

Mutant TGF-beta 3 "Gly63-Pro"

Arg Asn Leu
10

Arg GIn Asp
25

Ala Asn Phe

Thr His Ser

ser Ala Ser
75

Leu Tyr Tyr
90

val val Lys
105

DNA encoding Gly63-Pro mutant

ttggaggaga
aagtgggtcc
ctccgcagtg
gaagcatctg
tatgttggga

tgtagc

Mutant TGF-beta 3 "Glul2-sSer"

Pagina 3

Glu Glu Asn Cys .Cys

Leu Gly Trp Lys'Trp
30

Cys Ser Gly Pro|Cys
45

Thr val Leu Pro|lLeu
60

Pro Cys Cys val;Pro
80

val Gly Arg Thr!Pro

95

|

Ser Cys Lys Cys, Ser
110

|
|
t
|
:
!
|
|

actgctgtgt gcgccccctc
atgaacctaa gggc&actat
cagacacaac ccaaagcacg
cctcgecttg ctgégtgccc

ggacccccaa agtdgagcag

|
|
!
|
i
|

60
120
180
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300
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Ala Leu Asp

val Arg Pro

val His Glu
35

Pro Tyr Leu
50

Tyr Asn Thr
65

GIn ASp Leu

Lys val Glu
<210> 8
<211> 336
<212> DNA
<213> Arti
<220>

<223> DNA
<400> 8
gctttggaca
tacattgact
gccaacttct
gtgctgggac
caggacctgg
ctctccaaca
<210> 9
<211> 112
<212> PRT
<213> Arti
<220>
<223>

<400> 9

Thr Asn Tyr

Leu Tyr Ile

. 20

Pro Lys Gly

Arg ser Ala

Leu Asn Pro

70

Glu Pro Leu

85

GIn Leu Ser

100

ficial

P122996 WO sequence Tlisting

Cys Phe Arg Asn Leu Ser Glu Asn Cys Cys

Asp Phe Arg
25

Tyr Tyr Ala
40

Asp Thr Thr
55

Glu Ala Ser

Thr Ile Leu

Asn Met val
105

10

Gln Asp
Asn Phe
His Ser
Ala Ser

75
Tyr Tyr
90

val Lys

encoding Glul2-Ser mutant

Ccaattactg
tccgacagga
gctcaggccc
tgtacaacac

agcccctgac

tggtggtgaa

ficial

Mutant TGF-beta 3 "Arg52-ser”

cttcecgcaac ttgtcggaga
tctgggctgg aagtgggtcc
ttgcccatac ctccgeagtg
tctgaaccct gaagcatctg
catcctgtac tatgttggga

gtcttgtaaa tgtagc

15

Leu Gly Trp Lys Trp
30

|
Cys Ser Gly Pro Cys
45

Thr val Leu Gly Leu
60

Pro Cys cys val Pro
val Gly Arg Thr Pro

Ser Cys Lys Cys Ser
110

actgctgtgt gcgccecctc
atgaacctaa gggctactat
cagacacaac ccacégcacg
cctcgecttg ctgcgtgecc

ggacccccaa agtg&agcag

{
|
|
[
1
|
|
l
l

Ala Leu Asp Thr Asn Tyr Cys Phe Arg Asn Leu Glu Glu Asn ggleys
1 5 10

val Arg Pro Egu Tyr Ile Asp Phe grg G]n Asp Leu Gly Trp Lys Trp
5 30
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|
i
|
|
|
|
|
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val His Glu

Pro Tyr Leu

50

Tyr Asn Thr
65

GIn Asp Leu

Lys val Glu
<210> 10
<211> 336
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 10
gctttggaca
tacattgact
gccaacttct
gtgctgggac
caggacctgg
ctctccaaca
<210> 11
<211> 112
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400>

35

Artificial

DNA encoding Arg52-Ser mutant

Artificial

Mutant TGF-beta 3 "Glul2-Ser/Arg52-ser"

11

ccaattactg cttccgcaac ttggaggaga
tccgacagga tctgggctgg aagtgggtcc
gctcaggccc ttgcccatac ctcagcagtg
tgtacaacac tctgaaccct gaagcatctg
agcccctgac catcctgtac tatgttggga
tggtggtgaa gtcttgtaaa tgtagc

P122996 wO sequence listing
Lys Gly Tyr Tyr Ala Asn Phe Cys Sgr Gly Pro Cys
40 4

Ser Ala Asp Thr Thr His Ser ghr val Leu Gly Leu
55 0

!

Asn Pro Glu Ala Ser Ala Ser Pro Cys Cys val Pro
70 75 80

|
l
Pro Leu Thr Ile Leu Tyr Tyr val Gly Arg Thr Pro
85 50 95
r
Leu Ser Asn Met val val Lys Ser Cys Lys Cys!Ser
105 110

i
i
|

|
|
I

!

#
:
i

?1a Leu Asp Thr Asn Tyr Cys Phe Arg Asn Leu Ser Glu Asn Cys!Cys
5 10 :

15
|
f
|

val Arg Pro Egu Tyr Ile Asp Phe Arg G1n Asp Leu Gly Trp Lys Trp
25 30

!
1
I

val His g;u Pro Lys Gly Tyr Tgr Ala Asn Phe Cys Ser Gly Pro{Cys
4 45

Pro E%r Leu Ser Ser Ala gsp Thr Thr His Ser Thr val Leu Gly!Leu
5 0
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actgctgtgt gcgccccctc
atgaacctaa gggctactat
cagacacaac ccacggcacg
cctegecttg ctgc%tgccc

ggacccccaa agtggagcag
|

60
120
180
240
300
336



65

GIn Asp Leu Glu Pro Leu Thr Ile Leu 55r Tyr val Gly Arg Th

85

P122996 WO sequence listing

f
w

|

Tyr Asn Thr Leu Asn Pro Glu Ala Ser Ala Ser Pro Cys Cys val 550
75

r Pro
95 |

Lys val Glu GIn Leu Ser Asn Met val val Lys Ser Cys Lys Cys (Ser
105 110

<210> 12

<211> 336
<212> DNA
<213>

<220>
<223> DNA

<400> 12
gctttggaca

tacattgact
gccaacttct
gtgctgggac
caggacctgg

ctctccaaca

100

Artificial

encoding Glul2-Ser/Arg52-Ser mutant

ccaattactg
tccgacagga
gctcaggcecc
tgtacaacac
agcccctgac

tggtggtgaa

cttccgcaac
tctgggctgy
ttgcccatac
tctgaaccct
catcctgtac

gtcttgtaaa

ttgtcggaga actgctgtgt
aagtgggtcc atgaacctaa
ctcagcagtg cagacacaac
gaagcatctg cctcgecttg
tatgttggga ggacccccaa

tgtagc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

35

DNA
Artificial

Sense primer

13

gatataccat ggctttggac accaattact actgc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14

37

DNA
Artificial

Sense primer

14

cagccggatc cggtcgactc agctacattt acaagac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

20

DNA
Artificial

T7 promoter primer

15
Pagina 6

gcgececctce
gggctactat
ccacagcacg
ctgcétgccc
agtgéagcag

60
120
180
240
300
336

35

37
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taatacgact cactataggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

19

DNA
Artificial

T7 terminator primer

16

gctagttatt gctcagcgg
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No. 08-099910- -00000-0000

Facha: 2008-09-22 12:43:03  Dep. 2020 NUECREACION
Tra. 11 PATENTEIY! Eve: 378 FASENACIONALI |

Act. 411 PRESENTACION Folios: 249 ﬂdustlvia y Comercio
R " TTSUPERINTENDENCIA

{

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

~

PCT ,
|
|
l .
PATENTE DE INVENCION [4/ MODELO DE UTILIDAD [ ]
|
¢ |Indicacion de que se solicita la concesion de una patente =
& Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [}
¢ Descripcion de la invencion | I L}
¢ Dibujos de ser estos pertinentes | [
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas 1 [T
COMPLETA [/] | INCOMPLETA [ ]
|
DISENO INDUSTRIAL [ ] |
Indicaéién de que se solicita el registro de Disefio Indust:r'ial ' [

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud |
Representacion grafica y fotografica del Disefo Industrlal o muestra del.

material que incorpora el disefio [
Comprobante de pago de las tasas establecidas [

i
, |
i

* & S

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

4 Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema ide Trazado [
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona gue presenta la solicitud [
€ Representacion grafica del esquema trazado ! [
4 Comprobante de pago de Ias tasas establecidas ‘ f

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ |

o do e c{m/cz

“Firma Responsable !

Fechagwgzz *D/?) Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40
P Fax: 3505220
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor(a) |
CASTILLO GRAU GERMAN

Apoderado(a) y/o Representante de
RENOVO LIMITED

REFERENCIA Radicacidn No. 8 99910
Solicitud internacional PCT/GB2007/000833
Fecha inicio fase nacional 11/10/2008
Tramite 11
‘Evento 378
Actuacidn 430 ’
Oficio No. Ng1 3 7 3 g

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, aréiculo 27 del Tratado de
Cooperacidn 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. El1 solicitante debe presentar un nueve titulo gue permit% identificar la materia
de la cual trata la solicitud, va gque el titulo relacionadsé no se encuentra con la
precisidn necesaria para identificar claramente el objeto de la solicitud de
patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Circular Gnica 5.?.9)

2. La solicitud no c¢ontiene la copia del documento en gue consta la cesidén del
derecho a la patente del inventor al solicitante ¢ a su|causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisién 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 y 260 del
Coédigo de Procedimiento Civil, Cuando se trate de las geclaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
BCT., el alcance de 1las tales declaraciones se dete#minaré segiun indiquen
claramente una c¢esidén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2,15 del Capiﬁulo Quintoc, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y‘Comerc%o.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 dé la Decisidn 486, se le

requiere para gque dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de

notificacidn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.

En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se

considerard abandonada y perderd su prelacidn, :
|

Notifigquese el presente oficic conforme a lo dispuesto enlel numeral 5.2, literal

e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

|

Continua en la pagina siguiente...
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Radicacidén No.:8 99910

/7
ALLIX CARMENZA PEDES DE’ VERGEL
Jefe de la divAsidn. de Nuevas Creacilones

X (L Dok .. L .
El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de

fecha .3 ] UC[ 2008
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