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COMPOSICION PARA LA PREVENCION O EL TRATAMIENTO DE LA CAIDA

DEL CABELLO QUE INCLUYE HAPLN1

CAMPO TECNICO

[0001] La presente 1invencién se refiere a una
composicién farmacéutica para prevenir o tratar la caida del
cabello, que comprende la proteina 1 de unién de hialuronano
y proteoglucano (HAPLN1, del inglés "hyaluronan and
proteoglycan 1link protein 1") como principio activo. La
proteina HAPLN1 de la presente invencidén hace que el cabello
crezca al promover la proliferacién de las células de 1la
matriz germinal del cabello a través de una ruta de
sefilalizacidén ERK1/2 (es decir, una ruta de sefializacidédn no
canbénica) activada por una proteina TGF-B cuando se
administra.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

[0002] En total, aproximadamente 35 millones de hombres
y 25 millones de mujeres sufren caida del cabello, y el
numero de pacientes con caida del cabello ha aumentado cada
afio. E1 cabello tiene wvarias funciones, incluida 1la
apariencia, aislamiento térmico, proteccién del cuero
cabelludo y amortiguacidén de la friccidén. Entre ellas, de
manera particular, el cabello estd relacionado directamente
con la autoestima y la sociabilidad, por 1lo gque muchas
personas estan muy interesadas en el cuidado del cabello por

razones estéticas.



10

15

20

25

[0003] E1l cabello humano es un conjunto de
aproximadamente 100.000 cabellos individuales, cada uno de
los cuales se produce por un foliculo piloso. El1 foliculo
piloso sirve como depdsito de células madre gque pueden
generar todas las lineas celulares necesarias para
reconstruir el propio foliculo, el epitelio y la glandula
sebdcea. E1 foliculo piloso estd compuesto por células de la
papila dérmica, células de la matriz germinal del cabello,
paredes externas e internas de las células del foliculo
piloso y una protuberancia (Figura 1).

[0004] El cabello repite el ciclo de crecimiento del
cabello de anagena, catédgena y teldégena (Figura 2). La
andgena suele durar de 3 a 5 afios y es una etapa en la que
el cabello crece por la proliferacidén y queratinizacidn de
los queratinocitos de las células de la matriz germinal del
cabello a medida que se desarrollan las células de la papila
dérmica y las células de la matriz germinal del cabello. La
catdgena dura de 10 a 14 dias y es una etapa en la que el
foliculo piloso se contrae a medida gque se produce la
apoptosis de las células del foliculo piloso. La teldgena se
mantiene durante aproximadamente 3 a 4 meses y es una etapa
en la que se detiene la generacién de cabello y se
suministran nuevas células a todo el foliculo piloso para
preparar la siguiente anagena.

[0005] Las rutas de seflalizacidén implicadas en el
ciclo del <crecimiento del cabello incluyen rutas de

sefializacién que implican Wnt, Shh, JAK, TGFR/BMP,
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testosterona, etc. Entre ellas, las rutas de sefializacidn
Wnt, Shh y JAK se activan al final de 1la teldégena para
promover la entrada en la anéagena.

[0006] De este modo, el cabello humano siempre
mantiene un nuUmero constante de cabellos porque tiene un
ciclo de crecimiento del cabello constante. Sin embargo,
cuando la caida del cabello progresa, la papila presente en
la raiz del cabello se vuelve méds pequefia, y cuando la papila
dérmica se vuelve mas pequefia, el grosor del cabello se
vuelve mas delgado y, al mismo tiempo, el periodo del cabello
se acorta y el cabello recién crecido se vuelve més delgado.
Por lo tanto, cuando la caida del cabello progresa, las
hebras del cabello se vuelven esponjosas y el ciclo del
cabello se vuelve mucho mas corto y el cabello se cae después
de gque ha crecido un poco.

[0007] La caida del cabello se puede dividir en gran
medida en cuatro tipos: caida del cabello de patrdén masculino,
caida del cabello de patrén femenino, alopecia areata vy
efluvio teldgeno. La caida del cabello de patrédn masculino
se debe en gran parte a causas genéticas y estd relacionada
con la b5a-reductasa. La 5oa-reductasa convierte la hormona
masculina testosterona en bSa-dihidrotestosterona (DHT), que
reduce los foliculos pilosos, provocando la caida del cabello.
La principal causa de la caida del cabello de patrdédn femenino
es la secrecidén desequilibrada de hormonas debido al parto
o la menopausia. Asimismo, varios héabitos vy ambientes,

incluido el estrés mental en la vida social, la exposicién
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a la contaminacién del aire, el consumo de alimentos
procesados, una enfermedad grave debido a fiebre alta, el
desequilibrio nutricional, el uso de medicamentos contra el
cancer y de medicamentos antitiroideos, la administracidén de
anticonceptivos orales, el champt, los rayos ultravioleta
fuertes o el sudor durante el ejercicio, los héabitos
dietéticos, la presidén psicoldgica, etc., también se conocen
como las principales causas de la caida del cabello.

[0008] En la actualidad, los tratamientos para la
caida del cabello méds wutilizados en Corea incluyen
finasterida (nombre del producto: Propecia®), dutasterida
(nombre del producto: Avodart®) vy minoxidil (nombre del
producto: Myoxydil® o Rogaine®). La finasterida vy la
dutasterida son inhibidores de la boa-reductasa gque inhiben
la conversidén de la testosterona en So-dihidrotestosterona
(DHT) . Sin embargo, estos productos presentan efectos
secundarios tales como la disminucién de la libido, 1la
impotencia y la pérdida de la capacidad de conduccidén y de
rendimiento. Mientras tanto, el minoxidil, cuyo mecanismo
aun no se ha dilucidado por completo, es un abridor de
canales de potasio que hiperpolariza las membranas celulares,
pero se cree que mejora la salud de los foliculos pilosos
mediante el aumento del suministro de oxigeno, sangre,
nutrientes, etc. a los foliculos pilosos a través de la
vasodilatacidén y la apertura de los canales de potasio. Sin
embargo, este producto también muestra efectos secundarios,

tales como picazdn, eritema, irritacidén de la piel e
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irritacién de los ojos en una parte en la que se aplica el
producto, vy también se observa crecimiento de vello no
deseado en otras partes del cuerpo ademds de la cabeza. Dado
que los efectos secundarios de estos productos existentes
amplifican la ansiedad de los pacientes vy, en los casos
intensos, puede dar lugar a la negacidén de la administraciédn,
se estadn realizando esfuerzos constantes para desarrollar
farmacos gque tengan menos efectos secundarios.

[0009] La proteina 1 de unién de hialuronano vy
proteoglucano (HAPLN1) es una proteina de la matriz
extracelular que se encuentra en el cartilago. Esta proteina
juega un papel en la estabilizacidén de los agregados de acido
hialurénico y proteoglucanos, y se informa que participa en
la unidén de las células.

[0010] Como se informd recientemente en un estudio,
la publicacién de patente de EE. UU. N.° 2012/0128632
presenta un método para identificar células dérmicas
tricogénicas, tales como las células de la papila dérmica y
las células de 1la vaina dérmica, que pueden inducir 1la
formacién de foliculos pilosos, y propone HAPLN1 como uno de
los biomarcadores que se pueden utilizar para detectar e
identificar células dérmicas tricogénicas. Asimismo, el
registro de ©patente de EE. UU. n.° 8,334,136 enumera
aproximadamente 20 genes implicados en la adhesién celular
en las células de la papila dérmica y menciona la posibilidad
de promover la formacién de foliculos pilosos mediante el

mantenimiento o el aumento de la expresidén de los genes. Sin
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embargo, entre los 20 genes, HAPLN1l se divulga en la patente,
y los resultados que confirman si la expresidén de estos genes
promueve realmente la formacidén de foliculos pilosos no se
divulgan en absoluto.

[0011] Los documentos anteriores simplemente
mencionan HAPLN1 como uno de los Dbiomarcadores ©para
identificar las células de la papila dérmica o células de la
vaina dérmica o distinguirlas de otras células, vy no
mencionan en absoluto que la administracién directa de la
proteina HAPLN1l como principio activo produce el efecto de
prevenir o tratar la caida del cabello. Ademas, hasta la
fecha no se ha realizado ninguna investigacidén que, entre
las muchas rutas implicadas en el ciclo de crecimiento del
cabello, la activacidédn de la ruta de seflalizacidn de ERK1/2,
que se activa por la proteina TGF-B, es eficaz en el
tratamiento de la caida del cabello, y, en particular, 1la
HAPLN1 actla sobre las células de la matriz germinal para
activar la ruta anterior.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES
PROBLEMA TECNICO

[0012] Un objetivo de 1la presente invencidén es
proporcionar una composicién farmacéutica para prevenir o
tratar la caida del cabello, que tenga efectos secundarios
reducidos mientras tiene excelentes efectos de tratamiento
para la caida del cabello, en comparacién con los
tratamientos convencionales para la caida del cabello que se

acompafian de efectos secundarios graves.
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[0013] Otro objetivo de 1la presente invencidédn es
proporcionar una composicién farmacéutica que presente un
efecto de prevencidén o tratamiento de la caida del cabello
mediante un mecanismo de accidén diferente al utilizado en
los tratamientos convencionales para la caida del cabello.

[0014] Otro objetivo de 1la presente invencidédn es
proporcionar una composicién farmacéutica para el
crecimiento del cabello promoviendo la proliferacidén de las
células de la matriz germinal del cabello. El1 cabello repite
el ciclo de anédgena, catdgena y teldbgena, entre las cuales
la andgena es una etapa en la que las células de la matriz
germinal se diferencian de manera activa para generar cabello
y, en esta etapa, se determina el grosor y la longitud del
cabello. Dado que la andgena es la etapa méas esencial en el
tratamiento de la caida del cabello, es importante
desarrollar un agente terapéutico para promover el inicio de
la andgena de los foliculos pilosos o ayudar a la
proliferaciédn de las células de la matriz germinal del
cabello durante la anagena.

SOLUCION AL PROBLEMA

[0015] La presente invencién proporciona una
composicién farmacéutica para prevenir o tratar la caida del
cabello, que comprende la HAPLN1l como principio activo.

[0016] La presente invencidén también proporciona una
composicidén cosmética para prevenir o mejorar la caida del

cabello, que comprende la HAPLN1l como principio activo.
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[0017] En una realizacidén, la HAPLN1l activa una ruta
de sefializacidén no candnica, y la ruta de sefializacidén no
canénica es una ruta de sefializacién ERK1/2 activada con una
proteina TGF-B. Por consiguiente, la HAPLN1l de la presente
invencién promueve la proliferacidén de las células de la
matriz germinal del cabello para permitir el crecimiento del
cabello.

[0018] En una realizacién, la composicién
farmacéutica de la presente invencidén puede ser para la
prevencidén o el tratamiento de la caida del cabello de patrédn
masculino, caida del cabello de patrdén femenino, alopecia
areata o efluvio teldégeno. Asimismo, la caida del cabello
puede reducir la expresidén de la proteina HAPLNl en las
células de la matriz germinal del cabello.

[0019] En una realizacidn, la composicién
farmacéutica de la presente invencidén se utiliza sola o en
combinacidén con otros agentes terapéuticos.

EFECTOS VENTAJOSOS DE LA DIVULGACION

[0020] La composicién farmacéutica de la presente
invencién comprende, como principio activo, HAPLN1, que es
una proteina intracelular que constituye la matriz
extracelular vy, por 1lo tanto, tiene efectos secundarios
reducidos, en comparacién con los agentes terapéuticos
convencionales para la caida del cabello.

[0021] Asimismo, la HAPILN1 contenida en la
composicién farmacéutica de la presente invencidédn como

principio activo activa una ruta de sefializacidén ERK1/2
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activada por una proteina TGF-f, es decir, una ruta de
sefializacidédn no candnica, permitiendo asi el crecimiento del
cabello a través de la proliferacién de las células de la
matriz germinal del cabello. Dicho mecanismo de accidén es
completamente diferente al wutilizado en los agentes
terapéuticos convencionales para la caida del cabello, vy
nunca se ha conocido hasta la fecha. Por consiguiente, la
HAPLN1 se puede utilizar como un nuevo concepto de
tratamiento de la caida del cabello y puede sugerir una
estrategia innovadora 'y una nueva direccidén en 1la
investigacién sobre el tratamiento de la caida del cabello
en el futuro.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0022] La figura 1 es un diagrama esquemdtico que
muestra la estructura de un foliculo piloso.

[0023] La figura 2 es un diagrama esquemdtico que
muestra un ciclo de crecimiento del cabello.

[0024] La figura 3 es un diagrama esquematico que
muestra el mecanismo por el cual la HAPLN]1l promueve la
proliferaciédn de las células de la matriz germinal del
cabello y el crecimiento del cabello.

[0025] Las figuras 4 y 5 muestran los niveles de
expresién de la proteina HAPLN1l y el ARNm de HAPLN1l en cada
una de anagena, catdgena vy teldégena en el ciclo de

crecimiento del cabello.
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[0026] La figura 6 muestra los resultados que
confirman el aumento de la proteina TRRII en las células de
la matriz germinal del cabello humano mediante la HAPLNI.

[0027] La figura 7 muestra los resultados que
confirman el aumento de la proteina TRRII en las células de
la matriz germinal del cabello humano mediante la HAPLN1 y/o
el HA.

[0028] La figura 8 muestra los resultados que
confirman el efecto de la deficiencia de la HAPLN1l enddbgena
sobre la concentracién de la proteina TRRII en las células
de la matriz germinal de cabello humano.

[0029] La figura 9 muestra los resultados que
confirman el efecto de la HAPLNl exdégena y/o el HA en la
concentracién de la proteina TRRII en las células de 1la
matriz germinal de cabello humano deficientes en la HAPLNI1
enddégena.

[0030] La figura 10 muestra 1los resultados que
confirman el efecto de la HAPLN1l exdgena en la concentracidn
de las proteinas TRRII y HAS2 en las células de la matriz
germinal de cabello humano deficientes en HA enddbgeno.

[0031] La figura 11 muestra 1los resultados que
confirman el efecto de la deficiencia de CD44 en la
concentracidén de la proteina TRRII en las células de 1la
matriz germinal del cabello humano.

[0032] La figura 12 muestra los resultados que

confirman el efecto o efectos de la HAPLN1l y/o el HA en la
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concentracién de la proteina TRRII en las células de 1la
matriz germinal humanas deficientes en CD44.

[0033] La figura 13 muestra 1los resultados que
confirman los efectos de la HAPLNL vy/o el HA en la
concentracién de la proteina TRRII de la membrana celular.

[0034] Las figuras 14 a 16 muestran los resultados
que confirman los efectos de la HAPLNl y/o el HA en p-ERK1/2,
p-Smad2, p-MEK1/2 y pc-Raf en las células de la matriz
germinal del cabello humano.

[0035] La figura 17 muestra 1los resultados que
confirman que se promovidé la proliferacidén celular en el
grupo tratado con la HAPLN1l y/o el HA en presencia de TGF-
B2.

[0036] La figura 18 muestra 1los resultados que
confirman la expresién de la proteina HAPLN1l y la proteina
TBRII en cada ciclo de crecimiento del cabello.

[0037] La figura 19 muestra un programa experimental
y los resultados que confirman el efecto de la administracidn
sistémica intraperitoneal de HAPLNl en el crecimiento del
pelo de ratones.

[0038] La figura 20 muestra un programa experimental
y los resultados del mismo que confirman el efecto de 1la
administracién sistémica intraperitoneal del ARNip de HAPLNI1
en el crecimiento del pelo de ratones.

[0039] La figura 21 muestra 1los resultados que

confirman la proliferacién celular cuando las células de la
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papila dérmica se trataron con la proteina HAPLN1l, CX3CL1l o
CDON, o con minoxidil.

[0040] La figura 22 muestra los resultados que
confirman la proliferacidén celular cuando las células de la
matriz germinal humana se trataron con la proteina HAPLNI,
CX3CL1 o CDON.

MEJOR MODO

[0041] En lo sucesivo en el presente documento, las
realizaciones y ejemplos de la presente invencidén se
describiridn en detalle con referencia a los dibujos adjuntos
para que los expertos en la materia puedan llevar a cabo
facilmente la presente divulgacidén. Sin embargo, la presente
solicitud puede llevarse a cabo de diversas formas y no se
limita a las realizaciones y los ejemplos descritos en el
presente documento.

[0042] A lo largo de la memoria descriptiva de la
presente solicitud, cuando una parte "comprende" un
determinado componente, significa que se pueden incluir
ademds otros componentes en lugar de excluir otros
componentes a menos que se indique de manera especifica lo
contrario.

[0043] La presente 1invencidén se refiere a una
composicién farmacéutica para prevenir o tratar la caida del
cabello, que comprende la HAPLNl como principio activo. En
una realizacidén, la presente invencidén proporciona un método
para prevenir o tratar la caida del cabello en un sujeto,

comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de
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la proteina HAPLN1l al sujeto que lo necesita. En otra
realizacidén, la presente invencidén proporciona el uso de la
proteina HAPLN1l para prevenir o tratar la caida del cabello.

[0044] La HAPLNl es una proteina presente en el
organismo y se ha utilizado como biomarcador para identificar
células especificas o distinguirlas de otras células en
estudios convencionales relacionados con el tratamiento de
la caida del cabello. Cuando la proteina HAPLN1l de 1la
presente invencidén se utiliza directamente como principio
activo, presenta excelentes efectos para prevenir o tratar
la caida del cabello mientras tiene efectos secundarios
relativamente reducidos, en comparacidén con los agentes
terapéuticos convencionales para la caida del cabello
acompafiados de efectos secundarios graves.

[0045] En particular, cuando la proteina HAPLN1l de
la presente invencidén se utiliza directamente como principio
activo, el crecimiento del cabello se promueve de una manera
completamente diferente al tratamiento para la caida del
cabello existente. De manera especifica, la proteina HAPLNI1
de la presente invencidén activa una ruta de sefializacién no
canbénica y, en este caso, la ruta de sefializacidédn no candnica
es una ruta de sefializacién ERK1/2 que se activa con una
proteina TGF-B. A través de la ruta de sefializacidén, HAPLN1
promueve la proliferacién de las células de la matriz
germinal del cabello y permite el crecimiento del cabello,
presentando de ese modo un efecto de prevencidédn o tratamiento

de la caida del cabello.
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[0046] La activacién de la ruta de sefializacidn no
canénica de la proteina HAPLN1l, que se identifica por primera
vez en la presente invencién, se describird a continuacién
con mas detalle.

[0047] Con respecto al mecanismo de sefializacidén de
TGF-3, cuando una célula de la matriz germinal del cabello
se estimula mediante TGF-3, TGF-$ se une al receptor 2 de
TGF-$ (TBRII) de la célula de la matriz germinal del cabello.
Después de eso, TRRII se une al receptor 1 de TGF-B (TRRI)
para formar un complejo TPR. El complejo TRR entra en la
célula mediante endocitosis y el ciclo celular se detiene
mediante la seflalizacidén de Smad2/3 durante la endocitosis
dependiente de clatrina. Esta &ruta es una ruta de
sefializacidén candnica. Sin embargo, cuando la caveolina-1
induce endocitosis, TRRI y TRRII finalmente se degradan
mediante la sefializacién de Smad7. En este proceso, la ruta
de sefializacién de TGF- se activa vy, ademds de la ruta
candénica de Smad, hay un mecanismo Ras-ERK1/2 de una ruta no
candénica, tal como Ras-ERK1l. La activacidén de la sefializacidn
Ras-ERK1/2 conduce a la proliferacidén celular.

[0048] En la presente invencidén, se reveld por
primera vez que HAPLNl activa la ruta Ras-ERK1/2, es decir,
una ruta no candénica en el mecanismo de seflalizacidén de TGF-
B (Figura 3). Ahora se describird el mecanismo especifico.
El &cido hialurénico (HA, del inglés "Hyaluronic Acid") se
produce por la acido hialurdnico sintasa 2 (HAS2, del inglés

"hyaluronic acid synthase 2") en las células. E1 HA se une
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al CD44 de la membrana celular (receptor del HA) y el CD44
se une al TBR. Es decir, el HA se une de manera indirecta al
TRR. Para inducir 1la endocitosis del HA, el HA es
esencialmente descompuesto mediante hialuronidasa (HYALZ2).
La HAPLN1 induce la estabilizacidén del HA mediante la unidn
del HA con proteoglucanos. La HAPLN1l inhibe a la HYALZ para
que no descomponga el HA al permitir que el HA esté
estrechamente rodeado por proteoglucanos, o inhibe que el HA
se descomponga mediante especies reactivas de oxigeno (ROS,
del inglés "reactive oxygen species"). Como resultado, 1la
HAPLN1 inhibe la inclusidén del TPRR, previene la actividad
del mecanismo de Smad2/3 y la degradacién del TRR, y aumenta
el TPRII de la membrana celular. Por consiguiente, la ruta
de senalizacidén no candnica, es decir, el mecanismo Ras-
ERK1/2, se activa mediante la HAPLNl, vy se promueve la
proliferacidén celular, conduciendo finalmente al crecimiento
del cabello.

[0049] Por lo tanto, la proteina HAPLN1l de 1la
presente invencién promueve la proliferacién celular a
través de la sefializacidén Ras-ERK1/2 activada por la proteina
TGF-B, y se puede utilizar para prevenir o tratar la caida
del cabello. En particular, la proteina HAPLN1l de la presente
invencién promueve la proliferacidén de las células de la
matriz germinal del cabello, induciendo asi el crecimiento
del cabello.

[0050] Tal como se utiliza en el presente documento,

la expresidén "caida del cabello" se refiere a un estado en
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el que no hay cabello en el &area donde el cabello deberia
existir normalmente, independientemente de la causa de la
misma, y puede ser, por ejemplo, caida del cabello de patrdn
masculino, caida del cabello de patrdén femenino, alopecia
areata o efluvio teldbgeno.

[0051] En otra realizacidén, la presente invencidn
proporciona una composicidén cosmética para prevenir o
mejorar la caida del cabello, que comprende la HAPLNl como
principio activo. La composicidén cosmética puede ser, por
ejemplo, un cosmético para el cabello, y la formulacidédn del
mismo no esta particularmente limitada, y puede
seleccionarse de manera adecuada dependiendo del propdsito
pretendido.

[0052] Por ejemplo, la composiciédn cosmética se
puede formular como una solucidén, suspensidn, emulsidn,
pasta, gel, crema, locidén, polvo, Jjabdn, limpiador que
contiene tensioactivo, aceite, base en polvo, Dbase en
emulsidén, base de cera y pulverizador, pero sin limitarse a
estos. Mas especificamente, la composicidén cosmética para el
cabello puede incluir, por ejemplo, un agente limpiador, tal
como champt, acondicionador y limpiador corporal, un agente
de peluqueria, tal como ténico para el cabello, gel o espuma,
un agente nutritivo para el cabello o un tinte para el
cabello.

[0053] En una realizacidén de la presente invencidn,
la composicidédn cosmética puede contener varias Dbases vy

aditivos adecuados, seguln sea necesario, y el inventor puede
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seleccionar facilmente los tipos y las cantidades de estos
ingredientes. La composicién cosmética puede contener
aditivos aceptables, segin sea necesario, y puede incluir
ademés, por ejemplo, componentes, tales como conservantes,
colorantes, aditivos, etc. gque se utilizan cominmente en la
materia.
MODO DE LA DIVULGACION

[0054] En lo sucesivo en el presente documento, la
presente invencién se describird con més detalle mediante
los siguientes ejemplos, pero los siguientes ejemplos son
Unicamente con fines ilustrativos y no se pretende dque

limiten el alcance de la presente invencidn.

[0055]
[0056] [Ejemplo 1]
[0057] Confirmacién de la proteina HAPLNl vy 1la

expresién del ARNm de HAPLN1l en cada ciclo de crecimiento
del cabello

[0058] En este ejemplo, la expresidén de la proteina
HAPLN1 se confirmé en cada ciclo de crecimiento del cabello
utilizando piel de ratén.

[0059] La piel del ratdédn se recogid a los 23 dias de
edad (andgena temprana), 32 dias de edad (anadgena), 40 dias
de edad (catédgena) y 44 dias de edad (teldgena), y estaba
fresca y congelada. La seccidén de tejido de la piel se
prepard para que tuviera un grosor de 8 um, y se detectd la

presencia o ausencia de la proteina HAPLN1l utilizando un
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anticuerpo HAPLN1l (Abcam, EE. UU.). La inmunofluorescencia
se llevd a cabo de acuerdo con un método experimental comlUn.

[0060] Como resultado, como se muestra en la figura
4, se confirmé que la HAPLNl se expresdé de manera
significativa en 1las células de la matriz germinal del
cabello en la fase anagena, y también se confirmdé que el
nivel de expresidén de la HAPLN]1l se redujo en las fases
catdgena y teldgena.

[0061] Posteriormente, se identificdé ARNm de HAPLN1
en la piel de ratdén para determinar en qué células se produjo
la HAPLNI.

[0062] La piel de ratdén se recogid a los 32 dias de
edad (anédgena), 40 dias de edad (catdgena) y 44 dias de edad
(teldégena), y la seccidn de tejido de la piel se cortd en
parafina hasta un grosor de 8 um. La deteccidn se realizd
con una sonda de ARNm de HAPLN1l (ACDbio, EE. UU.), vy la
experimentacién de hibridacidén in situ se realizd de acuerdo
con el método experimental del fabricante (ACDbio; RNAscope®
2.5 HD Assay-BROWN, CA, EE. UU.).

[0063] Como resultado, como se muestra en la figura
5, se confirmé que el ARNm de HAPLN1 se expresaba a partir
de las células de la matriz germinal del cabello en la
anadgena, y la expresién no se confirmdé en las fases catagena
y teldgena.

[0064]

[0065] [Ejemplo 2]
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[0066] Confirmacién del aumento de la proteina TRRII
en las células de la matriz germinal del cabello humano
mediante la HAPLN1

[0067] En este ejemplo, se confirmé si 1la HAPLNI1
aumentaba la cantidad al prevenir la degradacién del TRRII.

[0068] Se trataron con HAPLNl células de la matriz
germinal de cabello humano mediante concentracidén. De manera
especifica, se repartieron células de matriz germinal de
cabello humano (HHGMC, del inglés "human hair germinal matrix
cells") en una placa de 6 pocillos de poli-D-lisina a
5.0 x 104 por pocillo y se cultivaron durante 24 horas.
Después de 24 horas, el medio se elimind y se reemplazd con
un nuevo medio sin suero. Se trataron con HAPLN1 O, 5, 10 y
20 ng/ml y se incubaron durante 24 horas. Después de recoger
las células, se afadié un tampdn de lisis (Tris-HC1l 25 mM,
EDTA 1 mM, Tritén-X100 al 0.1 %, inhibidor de fosfatasa e
inhibidor de proteasa) y todas las células se rompieron
mediante sonicacién. Se mididé el TRRII en la muestra usando
transferencia Western. La densidad é6ptica de TRRII se compard
con la de GAPDH wusando un densitdémetro (es decir,
concentracidén optica de TPRRII + concentracidén optica de
GAPDH) . En este caso, GAPDH se utilizd como control de carga.

[0069] Como resultado, como se muestra en la figura
6, se confirmdé que el TRRII aumentd a 20 ng/ml de HAPLNIL.

[0070] A partir de esto, se confirmé que el TRRII
aumentd cuando se trataron con HAPLN1l las células de 1la

matriz germinal de cabello humano.
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[0071]
[0072] [Ejemplo 3]
[0073] Confirmacién del aumento de la proteina TRRII

en las células de la matriz germinal del cabello humano
mediante HAPLN1 y/o HA

[0074] Se asumidé que la HAPLN1l afecta al TBRII
mediante la estabilizacién del HA en lugar de actuar
directamente sobre el TRRII en la ruta de sefializacidén de
TGF-3. Para confirmar esto, se realizdé un experimento de
tratamiento con HAPLN1l y HA juntos.

[0075] Se repartieron células de la matriz germinal
de cabello humano en una placa de 6 pocillos de poli-D-lisina
a una concentracién de 5.0 x 104 por pocillo y se cultivaron
durante 24 horas. Después de 24 horas, el medio se elimind
y se reemplazd con un nuevo medio sin suero. Se trataron con
HAPLN1 25 ng/ml, se trataron con HA 25 ug/ml, y después de
1 hora, se trataron con TGF-B2 (2 ng/ml). Después de 23 horas,
se recogieron las células, se afiadié un tampdn de 1lisis
(Tris—-HC1l 25 mM, EDTA 1 mM, Tritén-X100 al 0.1 %, inhibidor
de fosfatasa e inhibidor de proteasa) y todas las células se
rompieron mediante sonicacidén. Se midieron TRRI y TRRII en
la muestra usando transferencia Western. La densidad éptica
de TBRII se compard con la de GAPDH usando un densitdémetro.

[0076] Como resultado, como se muestra en la figura
7, se confirmé que el TPRRII aumentd cuando se trataron con
HAPLN1 o HA las células de la matriz germinal del cabello

humano.
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[0077] A partir de esto, se volvidé a confirmar que
el TRRII aumentd significativamente cuando se trataron con
HAPLN1 sola vy, en particular, se confirmé que la HAPLNI1
mejord aun més el aumento de TRRII mediante el HA. Sin
embargo, dado que no hubo cambios en la concentracidén del

TRRI, el aumento del TRRII mediante la HAPLN1l se considera

selectivo.
[0078]
[0079] [Ejemplo 4]
[0080] Confirmacién del efecto de la deficiencia de

la HAPLN1 enddégena en la concentracidédn de proteina TRRII en
las células de la matriz germinal del cabello humano

[0081] Para confirmar el efecto de la HAPLN1
endbébgena en la concentracién de la proteina TBRRII en las
células de la matriz germinal del cabello humano, se hicieron
deficientes en HAPLN1l enddégena mediante el uso de ARNip de
HAPLNI.

[0082] Se repartieron células de la matriz germinal
de cabello humano en una placa de 6 pocillos de poli-D-1lisina
a una concentracién de 5.0 x 104 por pocillo y se cultivaron
durante 24 horas. Después de 24 horas, el medio se elimind
y se reemplazd con un medio con bajo contenido de suero. Se
afladieron ARNip de HAPLNl y ARNip de secuencia aleatoria en
cada cantidad de 25 pmol por pocillo y después se cultivaron
durante 24 horas. Después de recoger las células, se afiadid
un tampdén de lisis (Tris-HC1l 25 mM, EDTA 1 mM, Tritén-X100

al 0.1 %, inhibidor de fosfatasa e inhibidor de proteasa) vy
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todas las células se rompieron mediante sonicacidén. Se
midieron HAPLN1l y TPRRII en la muestra usando transferencia
Western. La densidad éptica de cada uno de HAPLN1l y TBRII se
compardé con la de GAPDH usando un densitémetro.

[0083] Como resultado, como se muestra en la figura
8, se confirmé que el TRRII también disminuydé cuando las
células de la matriz germinal del cabello humano, se hicieron
deficientes en HAPLN1l enddégena mediante el tratamiento de

ARNip de HAPLNI.

[0084]
[0085] [Ejemplo 5]
[0086] Confirmacién del efecto de la HAPLN1l exdgena

y/o HA en la concentracidén de la proteina TBRRII en células
de matriz germinal de cabello humano con deficiencia de la
HAPLN1 enddbégena

[0087] Se determindé si la proteina TRRII aumentaba
en las células de la matriz germinal del cabello humano, que
se hicieron deficientes en HAPLN1l usando ARNip de HAPLNIL.

[0088] Las células de la matriz germinal de cabello
humano se repartieron en una placa de 6 pocillos de poli-D-
lisina a una concentracién de 5.0 x 104 por pocillo y se
cultivaron durante 24 horas. Después de 24 horas, el medio
se elimindé y se reemplazd con un medio con bajo contenido de
suero. Se afladieron ARNip de HAPLNl y ARNip de secuencia
aleatoria a una concentracidén de 25 pmol por pocillo y se
incubaron durante 24 horas. Después de que se eliminaron el

ARNip y el medio, el medio se reemplazd con un medio sin
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suero al que se le afiadié HAPLN1 (25 ng/ml) o HA (25 ng/ml)
y se cultivd durante 1 hora. Se trataron con TGF-B2 (2 ng/ml)
y se incubaron durante 23 horas. Después de recoger las
células, se afadidé un tampdn de lisis (Tris-HC1l 25 mM, EDTA
1 mM, Tritén-X100 al 0.1 %, i1inhibidor de fosfatasa e
inhibidor de proteasa) y todas las células se rompieron
mediante sonicacién. Se midid el TRRII en la muestra usando
transferencia Western. La densidad é6ptica de TRRII se compard
con la de GAPDH usando un densitdmetro.

[0089] Como resultado, como se muestra en la figura
9, se confirmbé que se recuperd la disminucidédn de TRRII cuando
se trataron con HAPLN1l exdégena y/o HA las células de la

matriz germinal de cabello humano deficientes en la HAPLNI1

enddégena.
[0090]
[0091] [Ejemplo 6]
[0092] Confirmacién del efecto de la HAPLN1l exdgena

en las concentraciones de proteinas TRRII y HAS2 en células
de la matriz germinal de cabello humano deficientes en HA
enddgeno

[0093] 4-MU (4-metilumbeliferona) es un inhibidor de
la hialuronano sintasa 2 (HAS2) productora de HA, gue produce
HA. Para confirmar el efecto del HA producido en las células,
la produccidén de HA en las células se inhibidé con 4-MU.

[0094] Las células de la matriz germinal del cabello
humano, en las que el HA enddbgeno se inhibidé mediante el

tratamiento con 4-MU, se repartieron en una placa de 6
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pocillos de poli-D-lisina a una concentracidén de 5.0 x 104
por pocillo y se cultivaron durante 24 horas. Después de 24
horas, el medio se elimindé y se reemplazd con un nuevo medio
sin suero. Se trataron con HAPLN1 25 ng/ml, y después de 1
hora, se trataron con TGF-B2 (2 ng/ml). Después de 23 horas,
se recogieron las células, se afiadié un tampdn de 1lisis
(Tris—-HC1l 25 mM, EDTA 1 mM, Tritén-X100 al 0.1 %, inhibidor
de fosfatasa e inhibidor de proteasa) y todas las células se
rompieron mediante sonicacién. Se midieron HAS2 y TRRII en
la muestra usando transferencia Western. La densidad oéptica
de cada uno de HAS2 y TBRII se compard con la de GAPDH usando
un densitdémetro.

[0095] Como resultado, como se muestra en la figura
10, se confirmbé que los niveles de HAS2 y TBRRII disminuyeron
cuando se trataron con 4-MU, y los niveles de HAS2 y TRRII

se recuperaron cuando se tratdé con la HAPLNI1.

[0096]
[0097] [Ejemplo 7]
[0098] En el ejemplo 3, se confirmdé que la HAPLN1

regula el TRRII a través del HA. Sin embargo, el HA no se
une directamente al TRRII, pero CD44, gque es un receptor del
HA, se une al TPRII.

[0099] En este ejemplo, se confirmdé si CD44 era uno
de los factores importantes en el proceso de regulacidn del
TBRII, y si CD44 era realmente un factor esencial en el

proceso de aumento del TBRRII mediante la HAPLNIL.
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[00100] Confirmacién del efecto de la deficiencia de

CD44 en la concentracién de la proteina TRRII en las

células de la matriz germinal del cabello humano

[00101] En primer lugar, se confirmé cémo cambiaba la
concentracién de la proteina TBRII cuando las células de la
matriz germinal del cabello humano eran deficientes en CD44.

[00102] Las células de la matriz germinal del cabello
humano, que se hicieron deficientes en CD44 enddégeno mediante
el tratamiento de ARNip de CD44, se repartieron en una placa
de 6 pocillos de poli-D-lisina a wuna concentracibén de
5.0 x 104 por pocillo y se cultivaron durante 24 horas.
Después de 24 horas, el medio se elimind y se reemplazd con
un medio con bajo contenido de suero. Se afladieron ARNip de
CD44 y ARNip de secuencia aleatoria a una concentracidén de
25 pmol por pocillo y se incubaron durante 24 horas. Después
de recoger las células, se afiadidé un tampdén de lisis (Tris-
HC1 25 mM, EDTA 1 mM, Tritén-X100 al 0.1 %, inhibidor de
fosfatasa e inhibidor de proteasa) y todas las células se
rompieron mediante sonicacidén. Se midieron CD44 y TRRII en
la muestra usando transferencia Western. La densidad éptica
de cada uno de CD44 y TBRII se compard con la de GAPDH usando
un densitdémetro.

[00103] Como resultado, como se muestra en la figura
11, se confirmdé que la concentracidén de la proteina TPRRII se
redujo de manera significativa en las células de la matriz

germinal de cabello humano deficientes en CD44.
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[00104] 2. Confirmacidén del efecto(s) de la HAPILN1
y/o el HA en la concentracidén de proteina TRRII en células
de matriz germinal de cabello humano deficientes en CD44

[00105] Posteriormente, se confirmé el efecto o
efectos de la HAPLNl y/o el HA en la concentracidédn de la
proteina TPRII en células de matriz germinal de cabello
humano deficientes en CD44.

[00106] Las células de la matriz germinal del cabello
humano, que se hicieron deficientes en CD44 mediante el uso
de ARNip de CD44, se repartieron en una placa de 6 pocillos
de poli-D-lisina a una concentracién de 5.0 x 10% por pocillo
y se cultivaron durante 24 horas. Después de 24 horas, el
medio se elimindé y se reemplazdé con un medio con bajo
contenido de suero. Se afiladieron ARNip de CD44 y ARNip de
secuencia aleatoria a wuna concentracién de 25 pmol por
pocillo y se incubaron durante 24 horas. Después de que se
eliminaron el ARNip y el medio, el medio se reemplazd con un
medio sin suero al que se le afiadidé HAPLN1l (25 ng/ml) o HA
(25 pg/ml) y se cultivd durante 1 hora. Se trataron con TGEF-
B2 (2 ng/ml) y se incubaron durante 23 horas. Después de
recoger las células, se afiadidé un tampdédn de lisis (Tris-HC1
25 mM, EDTA 1 mM, Tritén-X100 al 0.1 %, inhibidor de
fosfatasa e inhibidor de proteasa) y todas las células se
rompieron mediante sonicacién. Se mididé el TRRITI en la
muestra usando transferencia Western. La densidad o6ptica de

TBRII se compard con la de GAPDH usando un densitdémetro.
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[00107] Como resultado, como se muestra en la figura
12, no se confirmé que el TRRII se recuperd incluso con
tratamiento con la HAPLN1 y/o el HA cuando las células de la
matriz germinal del cabello humano eran deficientes en CD44.
[00108] Del experimento anterior, se confirmé que
CD44 era un factor esencial en el proceso de aumento del

TRRII mediante la HAPLN1 y el HA.

[00109]
[00110] [Ejemplo 8]
[00111] Confirmacién del efecto(s) de la HAPLN1l y/o

el HA en obre la concentracidén de la proteina TRRII de la
membrana celular

[00112] Se asumidé que la HAPLN1 produciria un aumento
en el TBRII de la membrana celular mediante la inhibicién de
la endocitosis del TRRII, y se realizd un experimento para
demostrar esto.

[00113] Todas las proteinas presentes en la membrana
celular se marcaron con Dbiotina y se realizdé una
inmunoprecipitacidén con un anticuerpo de biotina para aislar
solo la proteina de la membrana celular. Para confirmar los
cambios en la proporcién de TRRII entre las proteinas de la
membrana celular, se realizd wuna transferencia Western.
Ahora se describird el método experimental especifico.

[00114] Se repartieron células de la matriz germinal
de cabello humano en una placa de 100 mm de poli-D-lisina a
una concentracidén de 2.7 x 10° y se cultivaron durante 24

horas. Después de 24 horas, el medio se elimindé vy se
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reemplazé con un nuevo medio sin suero. Se trataron con
HAPLN1 25 ng/ml y con HA 25 ug/ml, y después de 1 hora, se
trataron con TGF-B2 (2 ng/ml). Para marcar con biotina
después de 23 horas, se trataron con EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-
Biotina (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.) a una
concentracién de 250 pg/ml y se incubaron a 4 °C durante 1
hora. La reaccidén de marcaje con biotina se termind mediante
el tratamiento con Tris-HC1l 50 mM. Después de recoger las
células, se afadidé un tampdn de lisis (Tris-HC1l 50 mM, NaCl
150 mM, NP-40 al 1 %, inhibidor de fosfatasa e inhibidor de
proteasa) y todas las <células se rompieron mediante
sonicacién. Las proteinas de la membrana celular se aislaron
mediante la realizacién de experimentos de
inmunoprecipitacién utilizando anticuerpos antibiotina. Se
mididé el TRRII en la muestra de proteina de membrana aislada
usando transferencia Western. La densidad éptica de TRRII se
compard con la de GAPDH usando un densitbémetro.

[00115] Como resultado, como se muestra en la figura
13, se confirmbé que la concentracidn de la proteina TRRII de

la membrana celular aumentdé cuando se tratd con la HAPLN1

y/o el HA.
[00116]
[00117] [Ejemplo 9]
[00118] Investigacidén del efecto de la proliferaciédn

celular y el mecanismo de accidén de la HAPLNI1
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[00119] En este ejemplo, para confirmar cémo 1la
HAPLN1 induce la proliferacién celular, se determinéd el
efecto de la HAPLN1l en la ruta Smad2 y la ruta ERK1/2.

[00120] Se repartieron células de la matriz germinal
de cabello humano en una placa de 6 pocillos de poli-D-1lisina
a una concentracidén de 5.0 x 104 por pocillo y se cultivaron
durante 24 horas. Después de 24 horas, el medio se elimind
y se reemplazd con un nuevo medio sin suero. Se trataron con
HAPLN1l 25 ng/ml y con HA 25 ug/ml, se incubaron durante 23
horas y después se estimularon con TGF-B2 (2 ng/ml) durante
1 hora. Después de recoger las células, se afadidé un tampdn
de lisis (Tris-HC1l 25 mM, EDTA 1 mM, Tritdén-X100 al 0.1 %,
inhibidor de fosfatasa e inhibidor de proteasa) y todas las
células se rompieron mediante sonicacidén. Se midieron ERK1/2,
p-Smad2, p-MEK1/2 y pc-Raf en la muestra usando transferencia
Western. Las densidades o6pticas de p-ERK1/2, p-Smad2, p-
MEK1/2 y pc-Raf se compararon con las de ERK1/2, Smad2/3,
MEK1 y c¢-Raf wusando un densitbémetro. En este caso, se
utilizaron ERK1/2, Smad2/3, MEKl y c-Raf como controles de
carga.

[00121] Como resultado, tal como se muestra en las
figuras 14 a 16, se confirmdé que la sefializacidn de ERK1/2
se activé mediante el TGF-B2 en células tratadas con la
HAPLN1 y/o el HA. Asimismo, se confirmdé que la HAPLN1 mejord
la activacién de 1la sefializacidédn de ERK1/2 con HA. Sin
embargo, no hubo cambios en la fosforilacién de Smad2.

Asimismo, se confirmdé que MEK1/2 y c-Raf, que se encuentran
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en los mecanismos ascendentes de ERK1/2, tenlan actividades
aumentadas por el tratamiento con la HAPLNl y/o el HA.
[00122] A partir de esto, se confirmé que la sefial
ERK se activdé mediante la HAPIN1l, lo que indica que la
sefializacidén se logra a través de una ruta no candénica. Sin

embargo, se confirmdé que la HAPLN1 no activd la ruta candnica

de Smad2/3.
[00123]
[00124] [Ejemplo 10]
[00125] Investigacién del efecto de la proliferacién

celular y el mecanismo de accidén de la HAPLNI1

[00126] Se repartieron células de la matriz germinal
de cabello humano en una placa de 96 pocillos de poli-D-
lisina a una concentracién de 2.0 x 104 por pocillo y se
cultivaron durante 24 horas. Después de 24 horas, el medio
se elimindé y se reemplazd con un nuevo medio sin suero. Se
trataron con HAPLN1 25 ng/ml y con HA 25 ug/ml, se incubaron
durante 1 hora vy después se estimularon con el TGF-f2
(2 ng/ml) durante 23 horas. Se trataron con CCK-8 (Enzo
Biochem, NY, EE. UU.) y se incubaron a 37 °C durante 1 hora.
La absorbencia se mididé a 450 nm y los resultados se muestran
en la figura 17.

[00127] Se confirmdé que se promovid la proliferacidn
celular en el grupo tratado con la HAPLNl y/o el HA en
presencia del TGF-f32, en comparacidédn con el grupo de control.

Esto sugiere que 1la HAPLN1l promueve la proliferacién de
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células de la matriz germinal del cabello humano a través de

la ruta de seflalizacidén no candnica del TGF-B.

[00128]
[00129] [Ejemplo 11]
[00130] Confirmacién de la expresidén de la proteina

HAPIN1 y la proteina TRRII en cada ciclo de crecimiento del
cabello

[00131] En este ejemplo, HAPLN1l y TRRII se tifieron
con fluorescencia en cada ciclo de pelo de la piel de ratédn
y se confirmé la expresién de la proteina HAPLNl y la
proteina TRRII.

[00132] La piel de ratdén se recogid a los 32 dias de
edad (anédgena), 40 dias de edad (catdgena) y 44 dias de edad
(teldbgena), y estaba fresca y congelada. La seccidén de tejido
de la piel se prepard para que tuviera un grosor de 8 um, vy
se detectd la presencia o ausencia de las proteinas HAPLNI1
y TPRII usando un anticuerpo HAPLN1l (Abcam, EE. UU.) y un
anticuerpo TRRII. La inmunofluorescencia se llevd a cabo de
acuerdo con un método experimental comln.

[00133] Como resultado, como se muestra en la figura
18, se confirmbé que la HAPLN1l se expresaba en las células de
la matriz germinal del cabello en la fase anadgena, y también
se confirmdé que la expresidn de la HAPLN1l estaba reducida en
las fases catédgena y teldgena. Asimismo, se confirmdé que la
HAPIN]l y el TRRII se expresaron en la misma ubicacidén en la
matriz germinal del cabello de la fase anagena

(colocalizacidbén). Esto sugiere que la HAPLNl y el TRRII
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contribuyen a la proliferacién de las células de la matriz

germinal del cabello humano.

[00134]
[00135] [Ejemplo 12]
[00136] Observacidédn de cambios en el ciclo de

crecimiento del <cabello mediante 1la HAPLNl en modelos
animales

[00137] 1. Confirmacidén del efecto de la
administracién sistémica intraperitoneal de la HAPLN1l sobre
el crecimiento del pelo de ratdn

[00138] La HAPLN1 en el cuerpo disminuye con la edad.
Se administrdé la HAPLN1l a ratones C57 de 20 meses de edad
con una disminucién de la HAPLN1l en el cuerpo.

[00139] Dado que los ratones C57 tenian diferentes
ciclos de crecimiento del cabello, los ciclos de todos los
ratones se ajustaron de manera uniforme a través de dos
ciclos de crecimiento del cabello (véase el esquema de la
figura 19). Después de eso, se inyectd la HAPLN1l por via
intraperitoneal a 0.1 mg/kg una vez cada 3 dias.

[00140] Como resultado, como se muestra en la figura
19, el grupo tratado con la HAPLN1l entrdé en la fase anagena
en un corto periodo de tiempo.

[00141] 2. Confirmacidn del efecto de la
administracién sistémica intraperitoneal de ARNip de HAPLNI1
en el crecimiento del pelo de ratédn

[00142] Se administré ARNip de HAPLN1l a ratones C57

de 7 semanas de edad, y se observd céHmo cambid el ciclo de
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crecimiento del cabello de acuerdo con la deficiencia de
HAPLN1. Para este fin, se inyectd ARNip de HAPLN1l (Dharmacon;
Accell HAPLN1 siRNA SMARTpool, CO, EE. UU.) por via
intraperitoneal dos veces por semana a 4 nmol durante 4
semanas (véase el esquema de la figura 20).

[00143] Como resultado, como se muestra en la figura
20, se confirmé que el grupo al que se administrd el ARNip
de HAPLN1 mostrd una entrada relativamente lenta en el ciclo
de crecimiento del cabello, en comparacién con el grupo de
control.

[00144]

[00145] [Ejemplo 13]

[00146] Verificacién del efecto de HAPLN1l, CX3CL1l y
CDON en células papilares dérmicas proliferantes o células
de matriz germinal capilar

[00147] La patente de EE. UU. n.° 8,334,136 propone
la posibilidad de gque se pueda promover la formacidén de
foliculos pilosos o la regeneracidédn del cabello mediante el
mantenimiento o el aumento de la expresidédn de genes de
adhesidén celular, tales como HAPLN1l, CX3CL1l, CDON, etc.
presentes en las células de la papila dérmica. En este
ejemplo, cuando la proteina HAPLN1l, CX3CL1 o CDON expresada
por los genes de adhesidén celular se tratd directamente en
las células de la papila dérmica o en las células de 1la
matriz germinal del cabello, se verificdé si el efecto

proliferativo se expresaba realmente o no.
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[00148] 1. Confirmacién del efecto proliferativo de
células de la papila dérmica

[00149] Las células de la papila dérmica humana se
cultivaron en una incubadora a 37 °C y COz; al 5 % utilizando
un medio de proliferacién de células de papila dérmica
(Promocell). Cuando estaba llena de células en un 90 %, las
células se separaron con una solucidén de tripsina/EDTA al
0.05 % y después se centrifugaron a 1000 rpm durante 3
minutos para recuperar solo las células. Las células se
repartieron en una placa de 96 pocillos a 2.0 x103 por
pocillo, se cultivaron durante 24 horas, y se diluyeron
HAPLN1, CX3CL1l y CDON para tener una concentracién final de
25 ng/ml en medio sin suero. Después de eliminar el medio de
cultivo existente, se repartieron 200 pl de HAPLN1l, CX3CL1
y CDON diluidos en cada pocillo y se cultivaron durante 1
hora. Para reducir una variacién experimental, se trataron
3 pocillos por grupo (triplicacidén). Asimismo, se trataron
con minoxidil, que se sabe que hace proliferar las células
de la papila dérmica, 10 uyM y se establecidé como control
positivo.

[00150] Del mismo modo descrito anteriormente, se
diluyeron  HAPLN1 (25 ng/ml), CX3CL1 (25 ng/ml,) CDON
(25 ng/ml) o minoxidil (10 pM) y TGF-B2 recombinante humano
hasta una concentracidén final de 2 ng/ml, y el medio del
grupo que contenia TGF-R2 se reemplazd por 200 pl. Para
reducir una variacidén experimental, se trataron 3 pocillos

por grupo (triplicaciédn).
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[00151] Después de la incubacién durante 23 horas, se
retirdé la placa de la incubadora y se afiadieron 20 ul de
solucién CCK-8 (WST-8) a la placa gque contenia el medio y el
reactivo por 200 pl del medio para gque la reaccidn se llevara
a cabo a 37 °C durante 1 hora. Posteriormente, la absorbencia
se midié a 450 nm usando un lector de microplacas, y 1los
resultados de la misma se muestran en la figura 21.

[00152] Como se muestra en la figura 21, cuando el
TGF-B2 estd presente o ausente, se confirmdé una actividad
proliferativa de las células de la ©papila dérmica
significativa en el grupo de control positivo tratado con
minoxidil (*** P <0.001). Sin embargo, todas las HAPLNI,
CX3CL1 y CDON no hicieron proliferar las células de la papila
dérmica o mads bien inhibieron la proliferacién de las mismas.
Es decir, se puede ver que incluso si la proteina expresada
por los genes de adhesidén celular en las células de la papila
dérmica se administra a las células de la papila dérmica, no
aparece el efecto de proliferacién de las células de 1la
papila dérmica.

[00153] 2. Confirmacidén del efecto proliferativo de
células de la matriz germinal del cabello

[00154] Se liberaron células de la matriz germinal de
cabello humano en un matraz recubierto de poli-D-lisina
usando un medio con células madre mesenquimales (MSCM, del
inglés "mesenchymal stem cell medium") y se cultivaron en
una incubadora de CO2 al 5 % a 37 °C. Cuando estaban llenos

de células en un 90 %, las células se separaron con una
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solucidén de tripsina/EDTA al 0.05 %, vy después solo se
recogieron las células mediante centrifugacién a 1000 rpm
durante 3 minutos. Las células recogidas se repartieron en
placas de 96 pocillos recubiertas de poli-D-lisina (BD
bioscience) a 2.0 x 103 por pocillo y se cultivaron durante
24 horas, y las concentraciones finales de HAPLN1l, CX3CLl y
CDON se diluyeron a 25 ng/ml en un medio sin suero. El
proceso posterior se realizé de la misma manera que el
experimento para las células de la papila dérmica para medir
la absorbencia, y los resultados se muestran en la figura
22.

[00155] Como se muestra en la figura 22, la HAPLNI]
mostrd una actividad de proliferacién de células de la matriz
germinal del cabello significativa en ausencia del TGF-p2
(*P <0.05), y, una actividad de proliferacidén de células de
la matriz germinal del cabello particularmente superior en
presencia del TGF-R2 (***P <0.001). Por lo tanto, se confirmé
que tiene un efecto de proliferacidén de las células de la
matriz germinal del cabello humano a través de la ruta de
sefializacién del TGF-B. Sin embargo, como en las células de
la papila dérmica, CX3CL1l y CDON también mostraron un
resultado de inhibir la proliferacién celular en las células
de la matriz germinal del cabello.

[00156] Aunque la patente de EE. UU. n.° 8,334,136
establece la posibilidad de que se pueda promover la
formacidén de foliculos pilosos o la regeneracidén del cabello

mediante el mantenimiento o el aumento de la expresidén de



10

15

20

25

37

los genes de adhesidén celular presentes en las células de la
papila dérmica, finalmente se puede confirmar que todas las
proteinas expresadas por genes de adhesidén celular no
proliferan realmente las células de la papila dérmica o las
células de la matriz germinal del cabello.

[00157] Por lo tanto, se puede observar que solo la
proteina HAPLN1 tiene el efecto de prevenir o tratar la caida
del cabello al promover la proliferacién de las células de
la matriz germinal del cabello y el crecimiento del cabello.

[00158]

[00159] Aunque se han descrito con detalle partes
especificas de la presente invencidén, para una persona
experta en la materia es obvio gque dicha descripcidn
especifica es solo una realizacidén preferida, y el alcance
de la presente invencién no estd limitado por la misma. Por
lo tanto, el alcance practico de la presente invencidén estara
definido por las reivindicaciones adjuntas % los
equivalentes de las mismas.

[00160] Se hace constar que con relacidén a esta fecha,
el mejor método conocido por la solicitante para llevar a la
practica la citada invencidén, es el que resulta claro de la

presente descripcidén de la invenciédn.
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[Fig. 5]

[Fig. 6]

10 20

5

0

Hapin1(ng/ml )

20

]

10
HAPLN1 (ng/mi)

|
© TN ® O TN O
. o © O o
HOdVO/II ¥9L
seujajoid se| ap BAlE|a) ugisaldxs



4/10

[Fig. 7]
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[Fig. 12]
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[Fig. 15]
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[Fig. 17]
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[Fig. 19]
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