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DESCRIPCION

Composiciones de péptidos con actividad similar a la de los factores de crecimiento.
Campo del invento

El invento se refiere, en general, a factores de crecimiento y factores neurotrdficos, y, mds particularmente, a
pequefios péptidos sintéticos que tienen (o mimetizan) actividad TGF-8, y a matrices y composiciones que incluyen
estos pequefios compuestos peptidicos miméticos.

Esta es una solicitud, de continuacién en parte, del documento U. S. N° de Serie 08/431.954, presentado el 1 de
Mayo de 1.995, ahora Patente de EE.UU. n° 5.661.127, concedida el 26 de Agosto de 1.997.

Antecedentes del invento

Los factores de crecimiento son sustancias, tales como las hormonas polipeptidicas, que afectan al crecimiento
de poblaciones definidas de células animales in vivo o in vitro, pero que no son sustancias nutrientes. Las proteinas
implicadas en el crecimiento y la diferenciaciéon de tejidos pueden promover o inhibir el crecimiento y promover
o inhibir la diferenciacién y, por lo tanto, la expresién general “factor de crecimiento” incluye citocinas y factores
tréficos.

Tipicamente, los factores de crecimiento son polipéptidos con pesos moleculares que varian de 5.000 a 50.000
daltones. Basandose en similitudes estructurales, los factores de crecimiento se clasifican en familias que incluyen:
factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs; del inglés, insulin-like growth factors), factores de crecimiento
derivados de plaquetas (PDGFs; del inglés, platelet-derived growth factors), factores de crecimiento de fibroblastos
(FGFs; del inglés, fibroblast growth factors), factores de crecimiento epidérmico (EGFs; del inglés, epidermal growth
factors), factores de crecimiento nervioso (NGFs; del inglés, nerve growth factors) y factores de crecimiento transfor-
mantes de tipo beta (TGF-gs; del inglés, transforming growth factors type-g3).

Los factores 8 de crecimiento transformantes fueron originalmente nombrados por su capacidad para transformar
fibroblastos normales en células capaces de un crecimiento independiente del anclaje. Sin embargo, a pesar de su
nombre, los TGF-gs son factores de crecimiento multifuncionales que son necesarios para el desarrollo, el crecimiento
y la diferenciacion normales de diversas células epiteliales, endoteliales y mesenquimales. Como en el caso de otras
citocinas, el efecto especifico de los TGF-8s depende del tipo celular concreto y de su ambiente circundante.

Los efectos de los TGF-Bs sobre las células son generalmente clasificados como proliferativos y no proliferativos.
Como se estableci6 originalmente con los primeros experimentos sobre fibroblastos, los TGF-8s son factores de cre-
cimiento bona fide. Dos tipos celulares importantes en que el TGF-S potencia la proliferaciéon son los osteoblastos
y las células de Schwann del sistema nervioso periférico. Sin embargo, en muchas células, los TGF-8s son potentes
inhibidores de la proliferacién celular. Este control negativo del crecimiento puede ser el mecanismo regulador que
refrene la regeneracion de ciertos tejidos y puede desempefiar un papel en el inicio de la carcinogénesis.

La funcién no proliferativa mas importante de los TGF-Ss estd en la potenciacién de la formacién de matrices
extracelulares. Aunque esto se lleva esencialmente a cabo a través de la transcripcién aumentada tanto del coldgeno
como de la fibronectina, la inhibicién de las proteasas en cuanto a la degradacion de la matriz también contribuye a
su estabilidad. La degradacion de la matriz extracelular es inhibida por la disminucion de la secrecién de las propias
proteasas y por el aumento simultdneo de los niveles de inhibidores de proteasas. Es probable que el efecto acusado
y generalizado del TGF-8 sobre las matrices extracelulares desempefie un papel fundamental en los procesos de
reparacion tisular y en la patogénesis de ciertas enfermedades fibréticas.

Recientemente, Lin ef al., Solicitud PCT W(093/09228, publicada el 13 de Mayo de 1.993, han descrito DNA que
codifica varios receptores diferentes para TGF-S. La disponibilidad de los receptores de TGF-g facilitard ulteriores
valoraciones de las funciones de TGF-g.

Se han caracterizado muchos miembros de la superfamilia de TGF-S. Por ejemplo, Basler ef al. han representa-
do gréificamente la relaciéon de secuencias entre miembros de la superfamilia de TGF-g [Cell, 73, pdginas 687-702
(1.993)]. Massagué, Annu. Rev. Cell Biol., 6, paginas 597-641 (1.990), también revisa la familia del factor S8 de creci-
miento transformante, incluyendo una discusion de los mecanismos de las acciones de TGF-S. Se ha comunicado una
caracterizacion de la estructura secundaria de TGF-S1 por resonancia magnética nuclear, y Daopin et al., Proteins,
17, paginas 176-192 (1.993), han descrito una estructura cristalina tridimensional refinada de TGF-$2. El monémero
de TGF-52 adopta una plegadura que parece una mano izquierda ligeramente arrollada, con dos ldminas 8 antiparale-
las que forman cuatro dedos de la mano. Estas regiones de cuatro dedos junto con disulfuros conservados definen la
plegadura de la superfamilia de TGF-g.

Entre los miembros de TGF-S estdn también las proteinas morfogenéticas dseas (BMP; del inglés, bone morphoge-
netic proteins). Las BMPs han sido indicadas como ttiles en la cicatrizacién de heridas y la reparacién de tejidos y
para inducir el crecimiento de cartilagos y/o huesos. Por ejemplo, Israel y Wolfman, los inventores de la Solicitud
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PCT 9309229, publicada el 13 de Mayo de 1.993, describen usos de proteinas con actividad estimulante de huesos,
tales como la cicatrizacién de fracturas dseas y, posiblemente, el tratamiento de la enfermedad periodontal y otros
procesos de reparacion de dientes. Hubbel y Langer, en un reciente articulo especial de C&EN, pédginas 42-54 (13 de
Marzo de 1.995), comunican que se ha incorporado una BMP a particulas de polimero para que, conforme se degrade
el polimero, la proteina sea liberada lentamente a los tejidos circundantes, donde estimula la migracién de células en
la matriz porosa y, finalmente, la sintesis de nuevo hueso. En el articulo también se indica que se ha producido hueso
por liberacién lenta de TGF-£.

A causa de la gran aplicabilidad de TGF-Ss en terapias clinicas, han sido el centro de mucha investigaciéon. Aunque
gran parte de la investigacién atafifa a usos in vitro, estudios in vivo recientes han confirmado algunos de los mas
prometedores efectos in vitro. Como consecuencia, algunos de los posibles usos clinicos para los TGF-Ss incluyen la
estimulacién de la angiogénesis, la formacién de tejido de granulacién asociada con la cicatrizacién de heridas, y la
formacién de hueso y cartilago.

En la Patente de EE.UU. 5.284.763, concedida el 8 de Febrero de 1.994, los inventores Derynk y Goeddel describen
dcido nucleico que codifica TGF-S y una diversidad de usos para el TGF-S. En la Patente de EE.UU. 5.258.029,
concedida el 2 de Noviembre de 1.993, los inventores Chu et al. describen preparaciones de una prétesis que soporta
esfuerzos, con crecimiento dseo hacia dentro que se produce después del implante, prétesis que incluye TGF-8 portado
por una composicion de coldgeno o un producto cerdmico. En la Patente de EE.UU. 5.368.858, concedida el 29 de
Noviembre de 1.994, el inventor Hunziker describe preparaciones de matrices biodegradables que incluyen TGF-Ss
como agentes de proliferacion, agentes quimiotécticos y factores transformantes.

En la Patente de EE.UU. 5.055.447, concedida el 8 de Octubre de 1.991, los inventores Palladino et al. describen
métodos y composiciones para el tratamiento o la profilaxis del shock séptico causado por una infeccién bacterémica.
De este modo, por ejemplo, en esta patente se ensefia un método terapéutico para un paciente que padece, o tiene
riesgo de, shock séptico mediante 1la administracion de factor S de crecimiento transformante. El concepto de “sepsis”
ha sido recientemente considerado mas ampliamente como un estado inflamatorio, y un grupo de investigadores ha
sugerido la denominacién “sindrome de respuesta inflamatoria sistémica” para describir tanto la “sepsis” (infeccién
por la presencia de bacterias en la corriente sanguinea) como otros estados inflamatorios (no sépticos) [Chest, 101,
paginas 1.644-1.655 (1.992)].

Por lo tanto, los factores de crecimiento son utiles en diversas aplicaciones terapéuticas, clinicas, diagndsticas,
de investigacion y de disefio de fairmacos. Sin embargo, como se mencioné previamente, los factores de crecimiento
son tipicamente grandes. El peso molecular de los miembros naturales de la familia del factor 8 de crecimiento trans-
formante se extiende hasta mds de 25 kDa. Los usos clinicos de los factores de crecimiento, incluyendo los TGF-
Bs, pueden estar limitados a causa de su tamafio, tal como en el caso de causar respuestas inmunes. Por ejemplo, el
TGF-B1 humano es una proteina homodimera de 25.000 daltones. Ademds de las posibles respuestas inmunolégicas
negativas, las proteinas grandes no son a menudo los mejores candidatos para fairmacos a causa de las dificultades
en la administracion y la distribucién. En el Documento W(09417099 se describen péptidos (ejemplos que tienen una
longitud de aproximadamente 32 aminoécidos) que corresponden a regiones de TGF-beta 1 o beta-2; conservan y
mimetizan las actividades bioldgicas de TGF-betas activos y maduros y, por lo tanto, pueden usarse para la formacién
de cartilago/hueso y para la reparacién, reposicion o aumento de tejido cartilaginoso/dseo en animales.

En consecuencia, pequeflos compuestos peptidicos miméticos de factores de crecimiento naturales que evitaran la
mayoria de estos problemas serian deseables para aplicaciones que incluyen aquéllas para las que se ha destinado o
sugerido el TGF-B. Seria ventajoso tener péptidos pequefios que mimetizaran la actividad bioldgica de los grandes
miembros naturales ya que los péptidos pequefos requeririan, sobre una base mol por mol, cantidades netas mucho
mas pequefias en su administracién, y las aplicaciones tdpicas serian mds factibles. Ademads, los péptidos realmente
pequefios tenderian a producir poca o ninguna respuesta inmunoldgica negativa y podrian ser facilmente sintetizados
usando sencillos procedimientos de quimica peptidica.

Sumario del invento

El presente invento describe la caracterizacion, propiedades y usos de compuestos peptidicos miméticos de TGF-
B. Puesto que la caracteristica critica de la actividad TGF-g es la capacidad del péptido para mantener una estructura
de giros S estables bajo condiciones fisioldgicas, a los péptidos del presente invento se hace colectivamente referencia
como péptidos de giro S.

Los péptidos de giro B tienen la siguiente secuencia inicial de aminodcidos: AA;-AA;,-AA;,, en que AA; es
alanina, asparagina o leucina, AA;,, es valina o isoleucina y AA;,, es alanina. Esta secuencia va inmediatamente
seguida por, o tiene proximo a ella, un aminoécido con una cadena lateral que contiene carbonilo. Puesto que el resto
de aminodcido con una cadena lateral que contiene carbonilo no necesariamente ha de ir seguido inmediatamente por,
es decir, ser adyacente a, AA;,,, es referido como AA;,, en que n es un nimero entero igual o superior a tres. Si n es
superior a 3, n-3 (“n menos 3”) restos de aminodcido estarian entonces entre AA;,» y AA;,, en la secuencia peptidica.

Por ejemplo, el nuevo péptido de giro 8 puede incluir la secuencia AA;-AA;,-AA;»,-AA;,; en que de AA; a AA;,,
son como antes y AA,,; es el resto de aminodcido con una cadena lateral que contiene carbonilo (y es dcido glutdmico,
dcido aspartico, glutamina o asparagina). Otro ejemplo es la secuencia AA;-AA;, -AA;»-AA;3-AA;,, en que el resto
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con la cadena lateral que contiene carbonilo no es inmediatamente adyacente a, aunque en vez de ello estd préximo a,
la secuencia inicial. En este caso, de AA; a AA,,, son como antes, AA;,; es cualquier aminodcido adecuado y AA;,4 es
dcido glutdmico, acido aspdrtico, glutamina o asparagina. Aun otro ejemplo es la secuencia AA;-AA; -AA;2-AA;3-
AA;4-AA; 5. Aqui, de AA; a AA;,, son como antes, AA;,;3; Yy AA;,, son aminodcidos adecuados y AA;,s es dcido
glutdmico, dcido aspartico, glutamina o asparagina.

El péptido original del que se ha descubierto que tiene actividad TGF-$ ha sido denominado “citomodulina”. En
una realizacion especialmente preferida del presente invento, la citomodulina, cuando se afiade a células en cultivo
en una concentracién en el intervalo de 107 a 10° M (1,4 pg/ml a 1.400 pg/ml), promueve ciertos efectos de TGF-
B muy especificos en varios tipos celulares diferentes. Por ejemplo, entre los efectos observados esta la inhibicién de
la sintesis de DNA en células epiteliales Mv-1-Lu de pulmén de vison, el crecimiento y la formacién de colonias por
fibroblastos NRK-49 F en agar blando, y la induccién de una expresién aumentada de coldgeno de tipo I en cultivos
primarios de fibroblastos dérmicos humanos neonatales. Ademads, resultados iniciales con una linea celular de sarcoma
osteogénico humano (HOS; del inglés, human osteogenic sarcoma) indican que la citomodulina puede ser también un
compuesto mimético para otros miembros de la superfamilia de TGF-g, tales como las proteinas morfogénicas dseas
(BMPs) y las proteinas osteogénicas (OPs; del inglés, osteogenic proteins), como es evidenciado por su capacidad para
estimular especificamente a marcadores (fosfatasa alcalina y osteonectina) caracteristicos del fenotipo osteobléstico.

Los nuevos péptidos de giro 8 son ficilmente sintetizados mediante técnicas conocidas en este campo técnico.
De este modo, en un aspecto del presente invento, se proporcionan péptidos biolégicamente activos para promover
respuestas caracteristicas de las promovidas por TGF-S.

En otro aspecto del presente invento, una composicion para reparacion tisular comprende una matriz biocompatible
combinada con al menos un nuevo péptido de giro 5. La matriz biocompatible puede ser biodegradable o no biode-
gradable. El péptido o los péptidos son mezclados con, o portados por, la matriz en una cantidad eficaz para promover
el crecimiento celular. Dichas matrices son titiles en la construccion de moldes para la reparacién de tejidos duros
y blandos, para una rdpida reposicién de tejido perdido y para cirugia reconstructiva y plastica. Dichos materiales
compuestos proporcionan y mantienen la regeneracion celular y pueden ser usados en combinacién con otros factores
de crecimiento, aunque, sorprendentemente, la citomodulina, una realizacién peptidica especialmente preferida del
invento, induce la formacién de colonias de fibroblastos sin la presencia de factores de crecimiento adicionales tales
como el factor de crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento derivado de plaquetas.

En atn otro aspecto del presente invento, se proporciona una formulacién farmacéutica que comprende al menos
uno de los nuevos péptidos de giro 8y un vehiculo fisioldgicamente compatible.

Los nuevos péptidos de giro 3 del presente invento tienen una actividad biolégica que mimetiza al menos una
actividad biolégica de TGF-gs, tal como la inhibicién de la sintesis de DNA en células epiteliales Mv-1-Lu de pulmén
de visén, la activacién del crecimiento y la formacién de colonias por fibroblastos NRK-49 F, la induccién de una
expresion aumentada de coldgeno de tipo I y/o la induccién de la expresion de TGF-g.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra graficamente la inhibicién de la sintesis de DNA de células epiteliales Mv-1-Lu de pulmén de
visén por citomodulina;

La Figura 2 son fotomicrografias (ampliadas 500 veces): la (A) es un testigo, la (B) es con citomodulina 100 nM
y la (C) es citomodulina 100 nM mas EGF y PDGF, todas relativas a cinco dias en agar blando con fibroblastos NRK-
49 F de rifién de rata normal;

La Figura 3 ilustra graficamente la modulacién de la expresion génica en células HOS por citomodulina: los
graficos (A), (B) y (D) muestran una expresién aumentada mientras que el (C) muestra una actividad modulada que
depende de la concentracion, lo que, sin embargo, es bastante caracteristico de TGF-8 en células;

La Figura 4, que tiene los graficos (A) a (D), son transferencias Northern que corresponden a los datos graficamente
ilustrados por la Figura 3 y sus respectivos graficos (A)-(D);

La Figura 5 proporciona las coordenadas atémicas para los nimeros atémicos 1-101 de la realizacién de citomo-
dulina del invento;

La Figura 6 muestra curvas de inhibicién del crecimiento de células MV-1-Lu por compuestos andlogos de ci-
tomodulina: Leu-Ile-Ala-Pro-Glu-Ala (ID. SEC. n° 3 o “L1”) y Leu-Ile-Ala-Glu-Ala-Lys (ID. SEC. n°® 2 o “L2”);

y

La Figura 7 muestra la induccién de coldgeno a1 (I) por los compuestos andlogos de citomodulina L1 y L2 y por
TGF-g en fibroblastos dérmicos humanos neonatales.
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Descripcion de las realizaciones preferidas

Se han preparado pequefios compuestos peptidicos miméticos de TGF-S. Puesto que la caracteristica critica de
la actividad TGF-g es la capacidad del péptido para mantener una estructura de giros 8 estables bajo condiciones
fisiolégicas, a los péptidos del presente invento se hace colectivamente referencia como péptidos de giro 3.

Los peptldos del invento tienen la siguiente secuencia inicial de aminodcidos: AA;-AA,,- AAH2 en que AA; es
alanina, asparagina o leucina, AA;,, es valina o isoleucina y AA;,, es alanina. Esta secuencia va 1nmed1atamente
seguida por, o tiene préximo a ella, un aminoacido con una cadena lateral que contiene carbonilo. Puesto que el resto
de aminodcido con una cadena lateral que contiene carbonilo no necesariamente ha de ir seguido inmediatamente por,
es decir, ser adyacente a, AA,,,, es referido como AA;,, en que n es un nimero entero igual o superior a tres. Si n es
superior a 3, n-3 (“n menos 3”) restos de aminodcido estarian entonces entre AA;,, y AA;,, en la secuencia peptidica.

En una realizacién del invento, n es igual a tres y el resto de aminodcido con la cadena lateral que contiene carbonilo
es, por lo tanto, AA,,;. Esto da lugar a péptidos que tienen la siguiente secuencia: AA;-AA;,-AA;,»-AA,,; en que AA;,
AA;,; y AA;,, son como antes y AA;,; es dcido glutdmico, 4cido aspdrtico, glutamina o asparagina. El péptido original
con actividad TGF-8 y una realizacion especialmente preferida del presente invento, la citomodulina, Ala-Asn-Val-
Ala-Glu-Asn-Ala (ID. SEC. n° 1), es de esta clase. Aqui, AA;-AA;,1-AA;,»-AA;,; corresponde a los restos segundo a
quinto desde el extremo N de la citomodulina, -Asn-Val-Ala-Glu-. Otra realizacion preferida son los péptidos Leu-Ile-
Ala-Glu-Ala-Lys (ID. SEC. n° 2) y Leu-Ile-Ala-Glu-Ala-Ala (ID. SEC. n° 11). En estos ejemplos, AA;-AA;,-AA;»-
AA,,; corresponde a los cuatro primeros restos del péptido, Leu-Ile-Ala-Glu-.

En otra realizacidn, n es igual a cuatro y el resto de aminodcido con la cadena lateral que contiene carbonilo es,
por lo tanto, AA,,,4. La secuencia de los péptidos de esta clase es AA;-AA;;1-AA;,-AA;3-AA,4. En esta serie, AA;,
AA;,; y AA,,, son como antes. AA;,; es prolina o glicocola, y AA;,, es dcido glutdmico, acido aspartico, glutamina
o asparagina. Una realizacion preferida de esta clase es Leu-Ile-Ala-Gly-Glu-Gly (ID. SEC. n° 14). Una realizacién
especialmente preferida es el péptido Leu-Ile-Ala-Pro-Glu-Ala (ID. SEC. n° 3). En ambos ejemplos, los cinco primeros
aminodcidos N-terminales corresponden a AA;-AA;, |-AA;;,-AA 3-AA; 4.

En atin otra realizacién del presente invento, n es igual a cinco y el resto de aminodcido con la cadena lateral que
contiene carbonilo es, por lo tanto, AA;,s. La secuencia de los péptidos de esta clase es AA;-AA;;1-AA;,-AA;-AA -
AA,;s. En esta serie, AA;, AA;,;; y AA;,, son como antes. AA;,3 y AA;,4 son glicocola, y AA;,5 es dcido glutdmico,
dcido aspartico, glutamina o asparagina. Un miembro especialmente preferido de esta serie es el péptido Leu-Ile-Ala-
Gly-Gly-Glu (ID. SEC. n° 13). En este ejemplo concreto, hay una correspondencia uno a uno entre la ID. SEC. n° 3 y
la secuencia AA;-AA;1-AA-AA3-AA4-AAs.

Los péptidos del presente invento pueden ser sintetizados mediante diversos métodos adecuados que son bien co-
nocidos en la técnica, preferiblemente mediante sintesis en fase sélida, manual o automatizada, como desarrollé por
vez primera Merrifield y describieron Stewart et al. en Solid Phase Peptide Synthesis (1.984). Mediante la sintesis qui-
mica se juntan los aminoécidos en la secuencia predeterminada comenzando por el extremo C. Los métodos basicos
en fase solida requieren la copulacién del aminoacido a-amino protegido C-terminal con un adecuado soporte insolu-
ble de resina. Los aminodcidos para la sintesis requieren la proteccién del grupo @-amino para asegurar la apropiada
formacion del enlace peptidico con el resto precedente (o el soporte de resina). Tras la complecion de la reaccidn de
condensacidn en el extremo carboxilico, el grupo protector del @-amino es eliminado para permitir la adicién del resto
siguiente. Se han descrito varias clases de grupos a-protectores, véase Stewart et al. en Solid Phase Peptide Synthe-
sis (1.984), siendo el terc-butiloxicarbonilo (Boc) basado en uretano, 1abil frente a 4cidos, el grupo histéricamente
preferido. Pueden utilizarse otros grupos protectores, y las estrategias quimicas relacionadas, incluyendo el 9-fluo-
renilmetiloxicarbonilo (FMOC), 14bil frente a bases. Ademads, es necesario tener bloqueados los grupos funcionales
reactivos de las cadenas laterales de los aminodcidos hasta que se complete la sintesis. El conjunto complejo de grupos
bloqueadores funcionales, junto con las estrategias y las limitaciones a su uso, han sido sido revisados por Bodansky
en Peptide Synthesis (1.976) y por Stewart et al. en Solid Phase Peptide Synthesis (1.984).

La sintesis en fase sélida se inicia mediante la copulacién del descrito resto de aminoacido a-amino protegido C-
terminal. La copulacién requiere agentes activantes, tales como diciclohexilcarbodiimida (DCC) con o sin 1-hidro-
xibenzotriazol (HOBT), diisopropilcarbodiimida (DIPC) y etildimetilaminopropilcarbodiimida (EDC). Después de la
copulacioén del resto C-terminal, el grupo protector del @-amino es eliminado mediante dcido trifluoroacético (al 25%
o mds) en diclorometano en el caso de grupos terc-butiloxicarbonilo (Boc), ldbiles frente a 4dcidos. Una operacién de
neutralizacion con trietilamina (al 10%) en diclorometano permite recuperar la amina libre (frente a la sal). Una vez
que se ha afiadido el resto C-terminal a la resina, se repite el ciclo de desproteccion, neutralizacién y copulacién, con
operaciones de lavado intermedias, con objeto de prolongar la cadena peptidica protegida. Cada aminoécido protegido
se introduce en exceso (de tres a cinco veces) con cantidades equimolares del reactivo de copulacién en un disolvente
adecuado. Finalmente, una vez que el péptido completamente bloqueado estd ensamblado en el soporte de resina, se
aplican reactivos para escindir el péptido de la resina y eliminar los grupos bloqueadores de las cadenas laterales. El
fluoruro de hidrégeno (HF) anhidro escinde los grupos quimicos terc-butiloxicarbonilo (Boc) 14biles frente a dcidos.
Se incluyen diversos agentes supresores de compuestos nucledfilos, tales como sulfuro de dimetilo y anisol, para evitar
reacciones secundarias, especialmente con grupos funcionales de cadenas laterales.
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Se cree que ligeras modificaciones de los aminodcidos de las secuencias peptidicas de giro 8 no afectaran a la
capacidad de los péptidos para formar estructuras de giros 8 estables. Estas modificaciones incluyen técnicas para
conferir resistencia a la degradacion enzimadtica, tal como la adicién de grupos bloqueadores tanto a los restos N-
terminales como a los C-terminales. Otro método para prevenir la degradacién y el prematuro aclaramiento por el
sistema renal es el uso de sustitutos no naturales de aminodcidos en la secuencia peptidica. Por ejemplo, la alanina es
a menudo sustituida por N-metil-alanina, y el 4cido @-amino-isobutirico y el dcido a-amino-butirico son sustitutos de
aminodcidos hidréfobos voluminosos. Otra técnica mas es sustituir el resto de L-aminoécido de la secuencia peptidica
por el correspondiente D-aminoécido. Por ejemplo, una alanina puede ser sustituida por D-alanina.

Se cree que los nuevos péptidos de giro S son ttiles como agentes para potenciar la supervivencia, o inducir el
crecimiento, de células nerviosas y musculares. Un péptido de giro g es ttil, por supuesto, como un nuevo componente
de medios de cultivo para uso en el cultivo de células nerviosas in vitro. Los péptidos del invento son también ttiles
como sustitutos de las citocinas naturales en muchos campos, incluyendo: en cirugfa, como agentes que promueven
la cicatrizacién de heridas y la regeneracidn; en ortopedia, para promover la reparacion dsea y la integraciéon de
implantes; en odontologia, en la reparacion de defectos 6seos y en la integracidn de implantes; en la quimioterapia del
céncer y en el tratamiento con radiaciones, como agentes citostaticos para la proteccién de células madre normales
frente a procedimientos especificos del ciclo celular; en el tratamiento de la artritis reumatoide; en oftalmologia, para
la reparacién de una lesién macular; en oftalmologia, para el tratamiento de la uveitis; como un agente protector del
dafio por reperfusion tras oclusion de arterias espldcnicas; y como reactivos para investigacion en la biologia de los
factores de crecimiento.

Las composiciones terapéuticas de este invento incluirdn nuevos péptidos de giro S en concentraciones que depen-
deran de las dosis eficaces requeridas y los modos de administracién usados. En seguida vendran a la mente diversas
indicaciones terapéuticas para las composiciones que contienen al menos un péptido de giro . Una indicacién es
la aplicacidn tépica a incisiones o a tejido expuesto para la promocién de la cicatrizacién de heridas. Los tipos de
heridas u otros traumas que pueden tratarse incluyen (pero no se limitan a): quemaduras de primer, segundo y tercer
grado (especialmente de segundo y tercer grado), incisiones quirtrgicas epidérmicas e internas, incluyendo las de ci-
rugia cosmética; heridas, incluyendo desgarros, incisiones y punzadas; y dlceras epidérmicas, incluyendo la dlcera por
decubito (llagas por presion) y las tlceras diabéticas, dentales, hemofilicas y varicosas.

Los usos pueden ser por una diversidad de métodos, tales como administracién sistémica, aplicacién tépica, admi-
nistracién intravenosa, administracién subcutdnea, inyeccion intraperitoneal, inyeccion subperiostial, administracién
intratraqueal, liberacién de polimeros o bombas, implantes, y liberacién de liposomas. Los implantes adecuados (si
se usa un dispositivo implantado) incluyen, por ejemplo, implantes basados en espuma de gel, cera o microparticulas.
Las dosis utilizadas deben ser suficientes para que se alcancen concentraciones plasmadticas circulantes de ingrediente
activo que sean eficaces. Las dosis eficaces pueden ser extrapoladas de curvas de dosis-respuesta derivadas de sistemas
de ensayo in vitro o en modelos animales.

Los péptidos del invento son también titiles para inducir el crecimiento de hueso. De esta manera, pueden adminis-
trarse cantidades osteogénicamente eficaces de al menos un péptido de giro 8 en un vehiculo o excipiente farmacéu-
ticamente aceptable, para inducir el depdsito y la maduracién de hueso en el sitio. Ademas, el péptido o los péptidos
pueden mezclarse con, o ser portados por, biomateriales, tal como el hidroxiapatito para aplicaciones de generacién o
reparacion dseas en un método tal como el descrito en la Patente de EE.UU. 5.158.934, concedida el 27 de Octubre
de 1.992, y la Patente de EE.UU. 5.208.219, concedida el 4 de Mayo de 1.993, mediante composiciones tales como
las descritas en la Patente de EE.UU. 5.178.845, concedida el 12 de Enero de 1.993, todas incorporadas aqui por
referencia.

Dichas composiciones para reparacion ésea incluyen tipicamente diversos materiales componentes de minerales
de fosfato célcico, tales como, por ejemplo, hidroxiapatitos comercialmente asequibles bajo las denominaciones Synt-
hograft, Tricalcium Phosphate y Periogras. En lugar de ser adquirido comercialmente, el hidroxiapatito (o fosfato
tricalcico) puede ser preparado mediante métodos conocidos, tales como los descritos por Termine et al., Arch. Bio-
chem. Biophys., 140, TP307-325 (1.970). Dicho material puede ser suministrado en forma de polvo con tamafios de
particula preferidos, tipicamente en el intervalo de aproximadamente 100-2.000 um.

Otra indicacién terapéutica para las composiciones que contienen al menos un péptido de giro 8 es junto con
materiales formadores de matrices. Preferiblemente, las formulaciones incluyen una matriz que es capaz de propor-
cionar una estructura para el desarrollo de hueso y cartilago. Las posibles matrices pueden ser biodegradables o no
biodegradables, y pueden estar quimica o bioldgicamente definidas.

Como un ejemplo, la matriz puede ser inerte, sélida y no porosa, tal como una de las conocidas y actualmente
utilizadas como recipientes para cultivo celular. Otra forma que pueden tomar las matrices de este invento es la de
polimeros solubles. Otras matrices adecuadas para la prictica de este invento incluyen diversos polimeros e hidrogeles.
Dichos materiales compuestos son Utiles para construir moldes para la reparacion de tejidos blandos, para una rapida
reposicion de tejido perdido y para cirugia reconstructiva y pléstica.

De este modo, los materiales compuestos del invento pueden ser preparados con polimeros reabsorbibles de diver-
sas clases que tienen el péptido portado por, o injertado en, la red del material polimero. Por supuesto, son también
posibles los soportes polimeros que estan limitados en cuanto a las propiedades de reabsorcidn, tales como metacrilato
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de hidroxietilo, poli(metacrilato de metilo) y N-vinilpirrolidona-metacrilato de metilo, como algunos ejemplos. Los
materiales compuestos pueden ser luego implantados en el defecto tisular.

Entre los hidrogeles reabsorbibles conocidos y adecuados estdn las combinaciones de polilactato y poliglicolato.
Los compuestos del invento pueden ser covalentemente unidos a dichos materiales durante la sintesis de los propios
polimeros, o los polimeros pueden ser hidrolizados para que se disponga de sitios de fijacién irradiando el polimero
o activando quimicamente el polimero para generar radicales libres. Luego pueden utilizarse técnicas convencionales
para injertar o inmovilizar péptidos sobre soportes polimeros, para preparar los materiales compuestos del invento.
Los polimeros o hidrogeles reabsorbibles asi preparados son particularmente ttiles para reconstrucciones de tejidos
blandos. Para reconstrucciones o reparaciones de tejidos duros (por ejemplo, reparaciones dseas), es deseable com-
binar dichas especies polimeras solubles en agua, o reabsorbibles, con un producto cerdmico, tal como, por ejemplo,
biovidrio, 6xido de aluminio, aluminato célcico, fosfato tricalcico o hidroxiapatito.

Cuando se prepara un péptido de giro 8 para administracién mediante mezclamiento con vehiculos fisioldgica-
mente aceptables, es decir, vehiculos que son atéxicos para los receptores en las dosificaciones y concentraciones
empleadas, esto supone normalmente combinar el(los) péptido(s) del invento con tampones, antioxidantes tales como
el 4cido ascérbico, polipéptidos de bajo peso molecular (inferior a aproximadamente 10 restos), proteinas, aminoa-
cidos, hidratos de carbono, incluyendo glucosa y dextrinas, agentes quelantes tales como EDTA, y otros excipientes.
El péptido del invento para uso en administraciones terapéuticas debe ser estéril. Esto se consigue facilmente por
filtracion a través de membranas de filtracion (0,22 um) estériles.

Los nuevos péptidos de giro 8 pueden ser administrados en cualquier vehiculo farmacolégicamente aceptable vy,
dependiendo del modo de administracién deseado, pueden ser formulados junto con un vehiculo liquido en prepara-
ciones de liberacion controlada y basadas en liposomas, microcdpsulas, polimeros o ceras, o ser formulados en forma
de tabletas, pildoras o cdpsulas.

Los péptidos forman sales farmacéuticamente aceptables con 4cidos orgdnicos e inorgdnicos y pueden ser admi-
nistrados en forma de sal, o el nuevo péptido de giro 8 puede ser amidado. Los ejemplos de 4cidos adecuados para
la formacién de sales farmacéuticamente aceptables son los dcidos clorhidrico, sulfirico, fosférico, acético, benzoico,
citrico, maldnico, salicilico, mdlico, fumdrico, succinico, tartarico, lactico, glucénico, ascérbico, maleico, bencenosul-
fénico, metanosulfénico, etanosulfénico, hidroximetanosulfénico e hidroxietanosulfénico.

Pueden también formarse sales con adecuadas bases orgdnicas farmacéuticamente aceptables. Estas bases orgdni-
cas forman una clase cuyos limites son facilmente entendidos por los expertos en la técnica. Meramente con fines de
ilustracion, puede decirse que la clase incluye mono-, di- y tri-alquilaminas, tales como metilamina, dimetilamina y
trietilamina; mono-, di- y tri-hidroxialquilaminas, tales como mono-, di- y tri-etanolamina; aminoécidos tales como
arginina y lisina; guanidina; N-metilglucosamina; N-metilglucamina; L-glutamina; N-metilpiperazina; morfolina; eti-
lendiamina; N-bencilfenetilamina; tris(hidroximetil)Jaminometano; y similares [véase, por ejemplo, “Pharmaceutical
Salts”, J. Pharm. Sci., 66 (1), 1-19 (1.977)].

Las formulaciones terapéuticas que contienen al menos un péptido de giro 5, tal como para promover el crecimiento
de células dseas, pueden ser preparadas para almacenamiento mezclando al menos uno de los nuevos péptidos, que
tenga el grado deseado de pureza, con vehiculos, excipientes o estabilizadores fisioldgicamente aceptables opcionales
en forma de torta liofilizada o de disoluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables son
atoxicos para los receptores en las dosificaciones y concentraciones empleadas cuando se administran, e incluyen
tampones tales como fosfato, citrato y otros dcidos orgdnicos; antioxidantes, incluyendo dcido ascérbico; polipéptidos
de bajo peso molecular (inferior a aproximadamente 10 restos); y proteinas, tales como albtimina sérica, gelatina e
inmunoglobulinas.

Otros componentes pueden incluir glicocola, glutamina, asparagina, arginina y lisina; monosacdridos, disacaridos
y otros hidratos de carbono, incluyendo glucosa, manosa y dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes
de azicar tales como manitol y sorbitol; contraiones formadores de sales, tales como el sodio; y/o agentes tensioactivos
no iénicos, tales como TWEEN, PLURONICS y PEG. Aun otros componentes ttiles deseablemente incluidos en las
formulaciones terapéuticas de citomodulina son uno o més factores de crecimiento distintos, tales como, por ejemplo,
el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).

La dosificacién inicial de los nuevos péptidos de giro 8 para aplicaciones tépicas, tal como para la cicatrizacién de
heridas, deberia ser proporcionada al sitio terapéutico en una concentracién de aproximadamente 50 a 500 ng/ml y ser
luego ajustada de acuerdo con la experiencia clinica. Puesto que las composiciones del invento proporcionan y mantie-
nen la regeneracion celular, estd indicada una aplicacién continua o una reaplicacién periddica de las composiciones.
Se espera que el clinico modifique la dosificacién de acuerdo con la experiencia clinica.

Las composiciones pueden ser usadas en forma de formulaciones estériles para irrigacién, preferiblemente en
combinacién con una disolucién salina fisioldgica, o en forma de ungiientos o suspensiones, preferiblemente en com-
binacién con otros factores de crecimiento como los anteriormente indicados, e incluso con coldgeno, un compuesto
analogo de coldgeno o un compuesto mimético de coldgeno, tal como describe, por ejemplo, el inventor Bhatnagar en
Patente de EE.UU. 5.354.736, concedida el 11 de Octubre de 1.994 e incorporada aqui por referencia. Las composi-
ciones pueden estar también impregnando parches transdérmicos, emplastos y vendas, preferiblemente en una forma
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liquida o semiliquida. Deberfan incluirse agentes antimicrobianos, tal como sulfadiazina de plata, en dichos articulos
0 composiciones.

Los péptidos de giro 8 pueden ser también administrados sistémicamente para el tratamiento de heridas y trau-
mas similares. La administracion sistémica es ttil con tal que no haya efectos secundarios indeseables, o estos sean
limitados, tal como la estimulacién del crecimiento celular neopldsico en pacientes con cincer. Las composiciones
para administracion sistémica son preferiblemente formuladas como infusiones o inyecciones parenterales, isotonicas
y estériles.

Las composiciones del invento, como se describi6 anteriormente, sean con un péptido de giro 3 solo o sean de éste
en combinacion con otros factores de crecimiento, coldgeno, y vehiculos, excipientes o estabilizadores fisiologicamen-
te aceptables como los descritos, pueden ser portadas por (o mezcladas con) una matriz biolégicamente compatible.
Las matrices del invento pueden ser porosas y estar en forma de glébulos, particulas o fibras. Por ejemplo, se han
sugerido materiales de fosfato célcico, tales como productos cerdmicos basados en apatito, para producir implantes
tisulares porosos o materiales protésicos con microporos suficientes para permitir la fijacién tisular. De esta forma,
una aplicacién terapéutica para las composiciones del invento es aquélla en que el material formador de la matriz es
biodegradable y puede ser usado, por ejemplo, en la reparacidn de cartilagos.

Los materiales matriciales utiles para rellenar o, si no, arreglar un defecto en el cartilago incluyen, por ejemplo,
fibrindgeno (activado con trombina para formar fibrina en el defecto o la lesion), coldgeno, gelatina y cualquier otro
material biodegradable que forme una matriz con poros suficientemente grandes para permitir que células reparadoras
ocupen la matriz y proliferen en ella, y que pueda resultar degradado y sustituido por cartilago durante el proceso de
reparacion.

Las matrices ttiles en las composiciones y métodos de este invento pueden estar preformadas o pueden formarse
in situ, por ejemplo, por polimerizacién de compuestos y composiciones, tal como la de fibrindgeno para formar
una matriz de fibrina. Las matrices que pueden estar preformadas pueden incluir coldgeno, compuestos analogos de
coldgeno o compuestos miméticos de coldgeno (por ejemplo, esponjas de coldgeno y lana de coldgeno), coldgeno
quimicamente modificado, glébulos o esponjas de gelatina, sustancias formadoras de gel, cualquier otra sustancia
compuesta o formadora de gel que esté compuesta de un material matricial biodegradable que rellene el defecto tisular
u 6seo y permita que células reparadoras ocupen la matriz, y mezclas de los compuestos anteriores.

Las actividades biol6gicas de los péptidos del invento serdn ahora adicionalmente ilustradas mediante los ejemplos
siguientes, que estdn destinados a ser ilustrativos y no restrictivos.

Ejemplo 1
Inhibicion de la sintesis de DNA de células epiteliales Mv-1-Lu de pulmon de vison

Se evalué el efecto del TGF-8 y la citomodulina determinando la velocidad de incorporacién de [*H]timidina al
DNA total insoluble en 4cido y el nimero de células; véase, en general, Sampath et al., Journal of Biological Chemis-
try, 267, paginas 20.352-20.362 (1.992). Se determinaron las velocidades de sintesis de DNA en cultivos triplicados,
después de un tratamiento de 24 horas con diferentes concentraciones (10 a 10 M) de TGF-8 o citomodulina
(que fue sintetizada mediante el método de Merrifield), afiadiendo [metil-*H]timidina (7,40 x 10* Bg/ml, 2,96 x 10°
Bg/milimol) 6 horas antes de la terminacién del cultivo. La incorporacién fue finalizada por aspiracién del medio y,
después de tres lavados con disolucién salina tamponada con fosfato, el DNA radiactivo precipitado con 4cido tri-
cloroacético (10%) fue extraido con dodecilsulfato sédico al 1,0% (peso/volumen), NaOH 0,1 M, y fue cuantificado
mediante una cuenta de centelleo en estado liquido. Para la determinacién del niimero de células, se sembraron 1x10°
células en matraces con MEM que contenia FBS al 10%, y, después de 24 horas, se sustituy6 el medio de crecimiento
por medio exento de suero que contenia diferentes concentraciones de TGF-8 y citomodulina. Se recolectaron cultivos
triplicados cada 24 horas durante un total de 7 dias, y se determiné el nimero de células contando las células liberadas
por digestién con tripsina en un hemacitémetro de volumen fijo.

La curva de la citomodulina en cuanto a la inhibicidn del crecimiento era similar a la observada con el TGF-S para
el mismo intervalo de concentraciones.

Ejemplo 2
Crecimiento y formacion de colonias por fibroblastos NRK-49 F en agar blando

El ensayo original para el TGF-g, la capacidad para promover el crecimiento de fibroblastos normales, indepen-
diente del anclaje, es atin una de las caracteristicas distintivas de la actividad TGF-£. Se cultivaron fibroblastos NRK-
49 F a 37°C en DEM complementado con suero de ternera fetal al 10%. Los experimentos se llevaron a cabo con
medio de cultivo, 10 ng/mg de factor de crecimiento epidérmico (EGF) y 10 ng/ml de factor de crecimiento deriva-
do de plaquetas (PDGF); sin embargo, a diferencia del TGF-3, que no induce la formacién de colonias en ausencia
de estos factores [véase, por ejemplo, Massagu, J. Biol. Chem., 259, paginas 9.756-9.761 (1.984)], la citomodulina
indujo la formacién de colonias sin estos dos factores de crecimiento. Para esto, se afiadié TGF-8 100 nM (testigo
positivo) o citomodulina 100 nM. Se mezclaron los fibroblastos NRK-49 F (5x10* células/ml) con agar al 0,3% y se
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sembrd la mezcla en el fondo de placas de cultivo de 35 mm. Se observé formacién de colonias a partir del dia 3 de
cultivo.

Como se esperaba, no se formaron colonias en los cultivos que s6lo contenian el medio bdsico. Ademds, como se
esperaba, en los cultivos con TGF-g crecieron colonias. Sorprendentemente, en los cultivos con citomodulina también
se formaron colonias con un grado aproximadamente igual al de los cultivos con TGF-8. Las caracteristicas de creci-
miento de las colonias a lo largo del tiempo eran similares en los cultivos con TGF-8 y los cultivos con citomodulina.

Con referencia a la Figura 2, se ilustran fotomicrografias que fueron tomadas el dia 5 del cultivo de fibroblastos.
La formacién de colonias se observé realmente a partir del dia 3 de cultivo. Como se ve en la Figura 2(A), pocas
células sobrevivieron al cultivo en ausencia de factores de crecimiento. Las Figuras 2(B) y 2(C) muestran la formacién
de pequeifias colonias (flechas) en presencia de citomodulina; en el experimento de la Figura 2(C) también se habian
incluido EGF y PDGF, por lo que se indujeron colonias mucho mds grandes (flechas). Esto es andlogo a la inducién de
la formacién de colonias por TGF-£ salvo porque TGF- requiere la presencia concomitante de factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); sin embargo, como se ve en la Figura 2(B),
la citomodulina sola indujo la formacién de colonias.

Ejemplo 3
Aislamiento de RNA y andlisis Northern

Se aislé el RNA celular total usando esencialmente el método descrito por Maniatis [Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Segunda Edicion (1.989)]. Se lisaron las células
con SDS al 0,5% y acetato potasico 0,1. Ellisado fue sometido a extraccién con fenol y fue centrifugado a 5.000 rpm
durante 15 minutos. La fase acuosa fue sometida a precipitaciéon con 2 volimenes de etanol en Tris 0,1 M, pH de 8,0,
y NaCl 0,2 M. El sedimento fue resuspendido y fue cuantificado por medicién de la absorbancia ultravioleta a 260 nm.
La pureza del RNA fue evaluada comparando la absorbancia ultravioleta a 260 nm con aquélla a 280 nm.

El RNA (10 pg/carril) fue sometido a electroforesis en un campo de 3 a 4 V/cm a través de un gel desnaturalizante
de agarosa al 0,7% y formaldehido 2,2 M. El RNA fue transferido por transferencia capilar a membranas de nailon.
La integridad del RNA, la carga del gel y la eficacia de la transferencia fueron evaluadas por las bandas 28S y 18S
tefiidas con azul de metileno. Los filtros fueron secados en una estufa a 80°C durante 2 horas para inmovilizar el RNA.
Después del secado, los filtros fueron sometidos a hibridacién a 65°C en un tampé6n de NaPO, 0,5 M, pH de 7,0,
que contenfia EDTA 1 mM, dodecilsulfato sédico al 7% y albimina sérica bovina al 1%. Las sondas de cDNA fueron
marcadas con dDIG (sonda fluorescente) mediante el método del cebador aleatorio, usando la enzima de Klenow. Se
llevo a cabo una hibridacién a 65°C durante 18 horas, seguida de lavado.

Se analizaron los datos explorando la digoxigenina-dUTP de acuerdo con el procedimiento del fabricante (Boeh-
ringer Mannheim Biochemica, sistema DIG de marcacion de DNA, n® 1175033 del catdlogo).

Ejemplo 4
Giro (3 estable, necesario para la actividad
La Figura 5 muestra las coordenadas atomicas de la estructura bioactiva de la citomodulina (4tomos 1-101). De
este modo, la estructura representada por la Figura 5 describe el giro S que parece ser necesario para la actividad
TGF-g. Sin limitacién por la teoria, si el modelo de estructura-actividad es correcto, los compuestos andlogos que
tienen sustancialmente la misma estructura que la citomodulina también presentardn una actividad de tipo TGF-£.
Similarmente, explotando los mecanismos de unién alostéricos, pueden sintetizarse compuestos con una actividad
aumentada o disminuida con respecto a la actividad de la citomodulina.
Ejemplo 5
Usando la estructura tridimensional de la citomodulina (Figura 5) como una guia, se disefiaron dos compuestos
analogos de citomodulina iniciales. Del estudio de la estructura se deduce que las caracteristicas esenciales parecen
ser la secuencia -Val-Ala- responsable del giro 8 estable, y una cadena lateral negativamente cargada poco después.
En este punto, el perfil de estructura-actividad de trabajo era:
(1) un aminodcido hidréfobo o neutro en la posicién i;
(2) un aminodcido hidréfobo ramificado en la posicién i+/;

(3) un aminodcido alifatico pequefio en la posicion i+2, formando conjuntamente las posiciones i+/ e i+2 la
estructura de giro S critica; y

(4) una cadena lateral negativamente cargada poco después, en i+3 o i+4 si i+3 es una prolina.
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Para probar esta hipdtesis, se sintetizaron y ensayaron dos compuestos andlogos de citomodulina: Leu-Ile-Ala-
Glu-Ala-Lys (ID. SEC. n° 2 0 L2) y Leu-Ile-Ala-Pro-Glu-Ala (ID. SEC. n° 3 o L1). En ambos péptidos, se sustituy6
-Val-Ala- por -Ile-Ala- y se sustituy6 la secuencia de los dos primeros aminodcidos N-terminales de la citomodulina
por leucina. En la ID. SEC. n° 3, hay 4cido glutdmico en la posicién i+3 ya que es la primera cadena lateral después de
la estructura de giro 5. En la ID. SEC. n° 4, hay prolina en la posicién i+3. Puesto que la prolina no tiene una “cadena
lateral”, el 4cido glutdmico se colocé en la posicion i+4.

Ambos compuestos andlogos de citomodulina, L1 y L2, presentaban al menos tanta actividad de tipo TGF-
como la citomodulina; promovian el crecimiento de células NRK-49F en agar blando e inhibfan la proliferacién de
células MV-1-Lu (véase la Figura 6); aumentaban la expresion de coldgeno de tipo I y TGF-8 (véase la Figura 7) y
disminuian la expresion de colagenasa en fibroblastos dérmicos humanos. Ademds, como la citomodulina, L1 y L2
también aumentaban la expresion de coldgeno de tipo I, TGF-8 y fosfatasa alcalina en células HOS.

Ejemplo 6

Se prepararon compuestos andlogos de la ID. SEC. n° 2 y la ID. SEC. n° 3 para sondar mds las necesidades de
secuencia para la actividad de tipo TGF-S. Con este fin, se prepararon los péptidos siguientes:

Leu-Aib-Ala-Glu-Ala-Lys (ID. SEC.n°4)
Leu-Ile-(Nme-Ala)-Glu-Ala-Lys (ID. SEC. n°5)
Leu-Abu-Ala-Glu-Ala-Lys (ID. SEC. n° 6)
Gly-Gly-Gln-Ile-Ala-Asn-Ile (ID. SEC.N°7)
Glu-Gly-Ile-Ala-Gly-Lys (ID. SEC. N° 8)
Leu-Ile-Ala-Asp-Ala-Lys (ID. SEC.N°9)
Leu-Ile-Ala-Asn-Ala-Lys (ID. SEC. N° 10)
Leu-Ile-Ala-Glu-Ala-Ala (ID. SEC.N°11)
Leu-Ile-Ala-Gln-Ala-Lys (ID. SEC. N° 12)
Leu-Ile-Ala-Gly-Gly-Glu (ID. SEC. N° 13)
Leu-Ile-Ala-Gly-Glu-Gly (ID. SEC. N° 14)
Ala-Asn-Val-Ala-Glu-Lys (ID. SEC. N° 15)
Leu-Ile-Ala-Lys-Gly-Lys (ID. SEC. n° 16)

De los aminodcidos no estandares, Aib es 4dcido @-aminoisobutirico, Nme-Ala es N-metil-alanina y Abu es dcido
a-aminobutirico.

Las ID. SEC. niimeros 4-6, que son variantes menores de la ID. SEC. n° 2, mimetizaron las actividades biol6gicas
del TGF-B y la citomodulina, como se muestra por la inhibicién de la proliferacién de células epiteliales Mv-1-Lu y
la expresién aumentada de coldgeno I y TGF-8 en células HOS. En la Tabla 1 se muestran los datos de incorporacién
de timidina de las muestras para las ID. SEC. nimeros 4-6.
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TABLA 1

Inhibicién de la incorporacion de *H-timidina en células MV-1 Lu en presencia de péptidos de ensayo

Testigo (sin péptidos afiadidos) Radiactividad-*H, 10° dpm (% de inhibicidn) 3,57 (-)

(IV) LAIbAEAK (ID. SEC. n°® 4)

1nM 2,60 (27 %)
5nM 2,31 (35 %)
50 nM 1,94 (46 %)
100 nM 1,44 (60 %)
500 nM 1,61 (55 %)
(V) LINmeAEAK (ID. SEC. n® 5)
1nM 1,61 (47 %)
5 nM 1,76 (42 %)
50 nM 1,60 (41 %)
100 nM 1,81 (40 %)
500 nM 1,42 (53 %)
(VI) LAbUAEAK (ID. SEC. n° 6)
1 nM 2,02 (33 %)
5 nM 1,97 (35 %)

Sin embargo, las ID. SEC. nimeros 7-8 no presentaban una actividad TGF-8 significativa. Esto no result6 in-
esperado, dado el modelo de trabajo. En la ID. SEC. n° 7 no estd presente un aminodcido con una cadena lateral
negativamente cargada. Aunque estd presente un 4cido glutdmico en la ID. SEC. n° 8, estd en la parte N-terminal del
giro 8y no en la parte C-terminal, como ocurre con la citomodulina, L1 y L2.

En la Tabla 2 se muestran los resultados de la inhibicién de la incorporacién de *H-timidina para las ID. SEC.
nimeros 9-16. Los nimeros mostrados para las diversas concentraciones son relaciones del indice de inhibicién del
péptido que se ensaya con respecto al indice de inhibicién de la citomodulina (ID. SEC. n° 1) en la misma concentra-
cién. Puesto que la citomodulina inhibe la proliferacién de células MV-1-Lu al menos tanto como el TGF-, se usé
citomodulina y no TGF-f como testigo.

TABLA 2

Actividad inhibidora del crecimiento de péptidos del invento

Inhibicion por comparacién con citomodulina

Composiciéon (Inh. por nuevo peptido/inh. por citomodulina)

del péptido  Concentracion (nM) 1 10 100 1.000
LIADAK ID. SEC.n°9 0,45 0,87 1,14 1,25
LIANAK ID. SEC.n° 10 1,70 2,00 1,43 3,05
LIAEAA ID. SEC. n° 11 1,16 1,00 1,17 1,85
LIAQAK ID. SEC. n° 12 0,90 1,10 0,80 1,56
LIAGGE ID. SEC. n° 13 1,10 1,33 1,45 1,90
LIAGEG ID. SEC. n° 14 0,66 0,85 1,41 1,88
ANVAEK ID. SEC. n° 15 — 0,80 1,00 —

LIAKGK ID. SEC. n° 16 — 0,65 0,67 —_

11
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Como se ilustra mediante la Tabla 2, todos los péptidos con las secuencias representadas por las ID. SEC. nimeros
9-16 inhibfan al menos cierta cantidad de la incorporacién de timidina. A partir de estos resultados, parece que el
modelo general para preparar péptidos con actividad TGF-g funciona sorprendentemente bien.

En particular, un péptido es especialmente digno de mencién. La ID. SEC. n°® 10, Leu-Ile-Ala-Asn-Ala-Lys, inhibia
la proliferacion de células epiteliales Mv-1-Lu atin mds que la citomodulina en cada concentracién ensayada. Puesto
que la ID. SEC. n° 10 no contiene una cadena lateral negativamente cargada, estaba claro que habia que redefinir
el modelo de trabajo. Basandose en las actividades de inhibicién tanto de la ID. SEC. n° 10 como de la ID. SEC.
n°12, en las que asparagina y glutamina reemplazaban al 4cido glutdmico, parece que el grupo carbonilo (C=0) es la
caracteristica critica y no necesariamente el grupo 4cido carboxilico completo (COO-).

Otro conjunto interesante de péptidos es el de las ID. SEC. nimeros 13-14, con las que se exploran las necesidades
posicionales del grupo carbonilo. Parece que las actividades de estos péptidos son el resultado de la excepcional
flexibilidad de la cadena principal de glicocola. Puesto que la cadena principal de glicocola puede adoptar casi todos
los 4dngulos de torsion admisibles, una cadena lateral que contuviera carbonilo y estuviera dispuesta proxima a la
estructura de giro 8 podria alcanzar su conformacién necesaria sin incurrir en un coste energético significativo. Puesto
que la ID. SEC. n° 13 es mis flexible que la ID. SEC. n° 14, no es sorprendente que la ID. SEC. n° 13 inhiba m4s la
incorporacién de timidina que la ID. SEC. n° 14.

Otra caracteristica digna de mencién incluye la ID. SEC. n° 11. Puesto que este péptido presenta al menos tanta
actividad como la citomodulina, estd claro que la lisina C-terminal de L1 y L2 no es importante. Como resultado,
parece que la relacién de estructura-actividad necesaria para la actividad TGF-S es:

(1) un aminodcido hidréfobo o neutro en la posicién i;

(2) un aminodcido hidréfobo ramificado en la posicién i+1 (es decir, Val, Ile);

(3) un aminodcido alifético pequefio en la posicién i+2 (es decir, Ala), formando conjuntamente las posiciones
i+1 e i+2 la estructura de giro 8 critica; y

(4) una cadena lateral que contiene carbonilo poco después.
Ha de entenderse que, aunque el invento ha sido anteriormente descrito junto con realizaciones especificas prefe-

ridas, la descripcion y los ejemplos estdn destinados a ilustrar, y no a limitar, el alcance del invento, que se define por
el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

12
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que tiene la secuencia AA;-AA;,;-AA;, como una secuencia inicial que define el extremo N o que
tiene dicha secuencia después de alanina como extremo N, teniendo ademds el péptido un AA;,, adyacente o préximo
a dicha secuencia en la direccion del extremo C, en que n es 3, 4 6 5 de modo que el péptido contiene n-3 restos de
aminodcido adicionales entre AA;,, y AA;,,, y en que

AA, es alanina, asparagina o leucina,

AA,,, es valina o isoleucina, dcido @-amino-isobutirico o acido a@-amino-butirico,

AA,,, es alanina o N-metil-alanina, y

AA,,, es dcido glutdmico, 4cido aspdrtico, glutamina o asparagina, por lo que el péptido forma una estructura de
giro 3 estable en condiciones fisioldgicas bajo la cual el TGF-8 tiene un giro 8 estable y promueve al menos una

actividad bioldgica de TGF-g.

2. Un péptido de acuerdo con la Reivindicacién 1, en que n es 3 y la secuencia peptidica comprende ademds AA;,4-
AA;;s en que AA;,, y AA;,s son alanina.

3. Un péptido de acuerdo con la Reivindicacién 1, en que n es 4 y el resto de aminoécido entre AA;,, y AA;,, es
prolina o glicocola.

4. Un péptido de acuerdo con la Reivindicacion 1, en que n es 5 y los dos restos de aminoécido entre AA;,, y AA;,,
son glicocola.

5. Un péptido bioldgicamente activo seleccionado entre:

Leu-Ile-Ala-Glu-Ala-Lys (ID. SEC. n°2),
Leu-Ile-Ala-Pro-Glu-Ala (ID. SEC. n° 3),
Leu-Aib-Ala-Glu-Ala-Lys (ID. SEC. n° 4),
Leu-Ile-(N-metil-Ala)-Glu-Ala-Lys (ID. SEC. n°5),
Leu-Abu-Ala-Glu-Ala-Lys (ID. SEC. n° 6),
Leu-Ile-Ala-Asp-Ala-Lys (ID. SEC. n°9),
Leu-Ile-Ala-Asn-Ala-Lys (ID. SEC. n° 10),
Leu-Ile-Ala-Glu-Ala-Ala (ID. SEC.n°11),
Leu-Ile-Ala-Gln-Ala-Lys (ID. SEC. n° 12),
Leu-Ile-Ala-Gly-Gly-Glu (ID. SEC. n° 13),
Leu-Ile-Ala-Gly-Glu-Gly (ID. SEC.n° 14),y
Ala-Asn-Val-Ala-Glu-Lys (ID. SEC. n° 15).

6. Una formulacién farmacéutica que comprende:

(i) un vehiculo fisiolégicamente aceptable, y

(i) un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes.
7. Una formulacién de acuerdo con la Reivindicacién 6, en la que el péptido estd en forma de una sal.
8. Una composicién que comprende:

(i) una matriz biocompatible, y

13
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(i) un péptido que tiene la secuencia AA;-AA;,;-AA;;, como una secuencia inicial que define el extremo N
o que tiene dicha secuencia después de alanina como extremo N, teniendo ademds el péptido un AA;,,
adyacente o préximo a dicha secuencia en la direccién del extremo C, en que n es 3,4 6 5 de modo que el
péptido contiene n-3 restos de amino4cido adicionales entre AA;, y AA;,,, y en que

AA,; es alanina, asparagina o leucina,
AA,,, es valina, isoleucina, acido @-amino-isobutirico o dcido a-amino-butirico,
AA;,, es alanina, y

AA;,, es acido glutdmico, 4cido aspartico, glutamina o asparagina, por lo que el péptido forma una estruc-
tura de giro 8 estable en condiciones fisioldgicas bajo la cual el TGF-8 tiene un giro 3 estable, estando
el péptido mezclado con, o portado por, la matriz y en una cantidad eficaz para promover el crecimiento
celular, incluyendo la matriz opcionalmente Ala-Asn-Val-Ala-Glu-Asn-Ala (ID. SEC. n° 1).

9. Una composicioén de acuerdo con la Reivindicacién 8, en la que n es 3 y la secuencia peptidica comprende
ademds AA;,4,-AA;s en que AA;,, Y AA;;s son alanina.

10. Una composicién de acuerdo con la Reivindicacién 8, en la que n es 4 y el resto de aminodcido entre AA;,, y
AA,,, es prolina o glicocola.

11. Una composicién de acuerdo con la Reivindicacion 6, en la que n es 5 y los dos restos de aminodcido entre
AA;;, y AA,,, son glicocola.

12. Una composicién que comprende:
(i) una matriz biocompatible, y

(ii) un péptido de acuerdo con la Reivindicacién 5, en la que el péptido estd mezclado con, o es portado por, la
matriz en una cantidad eficaz para promover el crecimiento celular.

13. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 8 a 12, en la que la matriz biocompatible
es biodegradable.

14. Una composicién de acuerdo con la Reivindicacién 13, en la que la matriz incluye un polimero reabsorbible.

15. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 8 a 12, en la que la matriz biocompatible
es no biodegradable.

16. Una composicién de acuerdo con la Reivindicacion 15, en la que la matriz es porosa.

17. Un péptido de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5 o una composicién farmacéutica de acuerdo
con la Reivindicacién 6 6 7, para uso en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal.

18. Uso de un péptido de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5 o de una composicién farmacéutica
de acuerdo con la Reivindicacién 6 6 7, en la fabricacién de un medicamento para uso en cirugia como un agente para
promover la cicatrizacién de heridas y la regeneracion, en ortopedia para promover la reparacion ésea y la integracion
de implantes, en odontologia para promover la reparacion de defectos dseos y la integracion de implantes; en la
quimioterapia del cancer y en el tratamiento con radiaciones como un agente citostatico para la proteccion de células
madre normales frente a procedimientos especificos del ciclo celular, en el tratamiento de la artritis reumatoide, en
oftalmologia para promover la reparacién de una lesién macular, en oftalmologia para el tratamiento de la uveitis, o
como un agente protector del dafio por reperfusion tras oclusién de arterias esplacnicas.

19. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 8 a 16, para uso en un método de repara-
cién tisular.

20. Uso de una composicion de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 8 a 16, en la fabricacién de un
medicamento para reparacion tisular.

21. Una formulacién farmacéutica que comprende:

(i) un compuesto mimético de TGF-g, distinto de A-N-V-A-E-N-A, que tiene la secuencia AA;-AA;,-AA;,
como una secuencia inicial que define el extremo N o que tiene dicha secuencia después de alanina como
extremo N, teniendo ademads el compuesto mimético un AA,,, adyacente o préximo a dicha secuencia en
la direccidn del extremo C, en que n es 3, 4 6 5 de modo que el péptido contiene n-3 restos de aminoéacido
adicionales entre AA;,, y AAi,,, y en que
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AA,; es alanina, asparagina o leucina,
AA,,, es valina o isoleucina, acido a-amino-isobutirico o acido @-amino-butirico,
AA,;,, es alanina o N-metil-alanina, y

AA;,, es dcido glutdmico, dcido aspartico, glutamina o asparagina, por lo que el compuesto mimético
promueve al menos una actividad bioldgica de TGF-3; y

(ii) coldgeno, un compuesto andlogo de coldgeno o un compuesto mimético de coldgeno.

15
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89 HA  ALA 8 9.244 -.529 -.837
90 CB ALA 8 7.341 ~.717 .150
91 HBI ALA 8 6.300 -.440 -.024
92 HBZ ALA 8 7.415 -1.800 .241
93 HB3 ALA 8 17.675 -.269 1.087
94 C Al 8 7.762 -.755 -2.355
95 0 ALA 8 7.562 -.002 -3.304
9 N NME 9 7.602 -2.077 -2.453
97 HN  NHE 9 7.783 -2.641 -1.638
98 CT NME 9 7.166 -2.736 -3.673
99  HT1 NME 9 6.431 -2.126 -4.201
100 HT2 NME 9 8.026 -2.904 -4.322
101  HT3 NME 9 6.712 -3.695 -3.424
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FIG. 7
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL

(i) SOLICITANTE: Los Rectores de la Universidad de California

(ii) TITULO DEL INVENTO: Composiciones peptidicas con actividad de tipo factor de crecimiento

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 16

(iv) DIRECCION PARA CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: Robbins, Berliner & Carson, LLP
(B) CALLE: 201 N, Figueroa Street, 5th Floor
(C) CIUDAD: Los Angeles
(D) ESTADO: California
(E) PAIS: Estados Unidos de América
(F) CODIGO POSTAL: 90012-2628

(v) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: disquete
(B) ORDENADOR: Compatible con ordenador personal IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn, emisién n° 1.0, versién n° 1.30

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(C) CLASIFICACION:

(viii) INFORMACION SOBRE EL ABOGADO/AGENTE DE PATENTES:

(A) NOMBRE: Berliner, Robert
(B) NUMERO DE REGISTRO: 20,121
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 5555-461

(ix) INFORMACION SOBRE TELECOMUNICACIONES:
(A) TELEFONO: (213) 977-1001
(B) TELEFAX: (213) 977-1003

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 1:

@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 7 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 1:

Ala Asn Val Ala Glu Asn Ala
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
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(B) TIPO: aminoacido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 2:

Leu Ile Ala Glu Ala Lys
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 3:

Leu Ile Ala Pro Glu Ala
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminodcidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 4:

Leu Xaa Ala Glu Ala Lys
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 5:

Leu Ile Xaa Glu Ala Lys
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 amino4acidos
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(B) TIPO: aminoacido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 6:

Leu Xaa Ala Glu Ala Lys
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 7 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 7:

Gly Gly Gln Ile Ala Asn Ile
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminodacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 8:

Glu Gly Ile Ala Gly Lys
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 9:

Leu Ile Ala Asp Ala Lys
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
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(B) TIPO: aminoacido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 10:

Leu Ile Ala Asn Ala Lys
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 11:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 11:

Leu Ile Ala Glu Ala Ala
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 12:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminodcidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 12:

Leu Ile Ala GIn Ala Lys
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 13:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 13:

Leu Ile Ala Gly Gly Glu
1 5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 14:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 amino4acidos
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(B) TIPO: aminoacido
(C) CLASE DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

ES 2270453 T3

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 14:

1

Leu Ile Ala Gly Glu Gly
5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 15:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) CLASE DE CADENA:

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 15:

Ala Asn Val Ala Glu Lys

1

5

(2) INFORMACION SOBRE LA ID. SEC. n° 16:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 6 aminodacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) CLASE DE CADENA:

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. n° 16:

Leu Ile Ala Lys
1

Gly Lys
5
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