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DESCRIPCION

VEGF activo resistente a la protedlisis.

Es objeto de la invencién el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en el que la alanina en la posicién del
aminodcido 111 estd intercambiada por prolina. La arginina en la posicion del aminodcido 110 puede estar sustituida a
este respecto por otro aminodcido. La invencion se refiere también a derivados del VEGF segtn la invencidn, a dcidos
nucleicos, sistemas de expresién, medicamentos y al uso de mutantes de VEGF de la invencién para el tratamiento de
heridas crénicas.

Es un estado importante de la curacién de heridas cutdneas la formacion de un tejido de granulacion. Estd estre-
chamente ligada a esto tltimo la migracién de vasos recién formados (neoangiogénesis). Numerosos estudios expe-
rimentales y clinicos muestran que las heridas crénicas se caracterizan por una angiogénesis alterada y por tanto por
una formacién reducida de tejido de granulacién.

Se conoce un gran nimero de mediadores que estimulan la angiogénesis durante la curacién de heridas. Entre éstos,
se cuentan por un lado aquellos factores que ademds de la estimulacion de células endoteliales activan también células
mesenquimadticas y/o epidérmicas (bFGF, aFGF, TGF-a, PDGF) y por otro lado los denominados factores especificos
de células endoteliales, cuyos receptores estin esencialmente limitados a células endoteliales (VEGF, angiopoyetina).
Miiltiples reacciones fisioldgicas y patoldgicas con participacién de los vasos sanguineos se correlacionan con una
expresion elevada de VEGF y sus receptores, de modo que al VEGF le corresponde un papel bésico en la angiogénesis
de la piel. Se ofrecieron las primeras indicaciones del posible significado del VEGF en las alteraciones en la curacién
de heridas en el fundamento de experimentos para la expresiéon de VEGF en ratones diabéticos (ratones db/db) (Frank
et al., 1995). En este modelo, podia mostrarse que la alteracion de la curacién de heridas se correlaciona con una
expresion reducida de VEGF. El papel del VEGF en la curacién de heridas pudo apoyarse recientemente mediante
otro modelo animal transgénico (Fukumura et al., 1998) y la deteccién de VEGF en la serosidad de heridas humanas
agudas (Nissen et al., 1998).

Ademads, se ha mostrado que los ARNm de VEGF y sus receptores se expresan aumentados en tejidos de heridas
crénicas (Lauer et al., 2000). Las investigaciones mediante PAGE-SDS muestran sin embargo una descomposicién de
la proteina VEGF en entorno de herida crénica, en contraposicién con heridas agudas. Esta descomposicién conduce
a un dafio significativo de la actividad biolégica y por tanto, a pesar de la expresion elevada de receptores de VEGF,
puede motivar una estimulacién deficiente de la neoangiogénesis en entorno de herida crénica. Como se ilustra ante-
riormente, ha podido mostrarse que la plasmina participa en la escision de VEGF en entorno de herida crénica (Lauer
et al., 2000).

La escision de VEGF 45 por plasmina conduce a la separacion de los dominios carboxiterminales, que se codifican
a partir del exén 7. Aunque las propiedades de unién de VEGF a los receptores de VEGF Flt-1 y Flk-1/KDR estin
determinadas por los exones 3 y 4, el ex6n 7 posee una importancia critica en la interaccién de VEGF con neuropilina-
1 (Keyt et al. 1996). La neuropilina-1 es una glucoproteina de 130 kDa de la superficie celular. Hace poco se ha
descrito su papel en la potenciacion del efecto mitogénico de VEGF sobre células endoteliales (Soker et al. 1998).
A este respecto, la interaccién de neuropilina-1 con Flk-1/KDR parece significativa, ya que la sola unién de VEGF a
neuropilina-1 no ejerce ningtin efecto de sefal.

La plasmina pertenece a la clase de las serinproteasas. Estas enzimas son capaces de escindir enlaces peptidicos.
La escision se realiza por la denominada triada catalitica. A este respecto, desempefian un papel esencial en el centro
catalitico particularmente la denominada serina, pero también los aminoécidos histidina y aspartato, ya que el proceso
de escision peptidico se realiza por ellos (Stryer 1987, pag. 231 y siguientes). Aunque el mecanismo de escisién
de enlace es idéntico en todas las serinproteasas, se diferencia claramente en su especificidad de sustrato. Asi, la
plasmina escinde igualmente que la tripsina enlaces peptidicos después de los aminoacidos basicos lisina y arginina.
La especificidad de sustrato de la plasmina, que se determina mediante la estructura del centro catalitico, conduce sin
embargo a que la plasmina no pueda escindir cada uno de estos enlaces. La catdlisis de la escisién de enlace peptidico
puede realizarse sélo si los correspondientes segmentos proteicos son capaces de interaccionar con el centro catalitico
de la enzima (Powers et al. 1993; Stryer 1987). Hasta ahora, no es conocida ninguna secuencia de consenso inequivoca
para un sitio de corte de plasmina.

El documento W0O97/08313 da a conocer 30 mutaciones/variantes de VEGF, su preparacién y uso (por ejemplo,
para el tratamiento de traumatismos vasculares). Las variantes de VEGF dadas a conocer son, entre otras, VEGF
DI109A, R110A, R112A y KKDR (107-110)AAAA. Las variantes de VEGF se han expresado recombinantemente
(codificadas mediante ADNc con secuencia sefial) en células 293 y se han ensayado. El documento W0O97/08313
se refiere a la configuracion modular de VEGF y a fragmentos de VEGF que se obtienen mediante la escisiéon con
plasmina.

La presente invencidn se basa en el objetivo de proporcionar mejores agentes para la curacion de heridas crénicas.
Sorprendentemente, se consigue este objetivo mediante la provision segun la invencién de una variante de factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) que se caracteriza porque la alanina en la posicién del aminodcido 111 del
factor de crecimiento endotelial vascular nativo estd intercambiada por prolina.
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Particularmente, en la variante de VEGF segun la invencién, la arginina en la posicién del aminodcido 110 del
factor de crecimiento endotelial vascular nativo y la alanina en la posicion del aminoacido 111 del factor de crecimiento
endotelial vascular nativo estan sustituidas por prolina.

Los mutantes de VEGF seguin la invencidn se presentan preferiblemente como una de las variantes de ayuste
VEGF),,, VEGF 5, VEGF ¢s5, VEGF 53, VEGF 39 0 VEGF .

Los mutantes de VEGF segtin la invencién no sé6lo presentan una estabilidad claramente elevada frente a plasmina,
sino también una actividad comparable con VEGF de tipo natural. Sorprendentemente, las variantes de VEGF segtin
la invencién presentan ademads una estabilidad elevada en exudados de herida crénica.

Las mutaciones se llevaron a cabo en uno de los sitios criticos para la actividad biolégica de la molécula de VEGF.
Por tanto, habia de temerse que una modificacién de la estructura de proteina en esta zona influyera negativamente en
la actividad de VEGF¢s. En el aminodcido prolina, que se introduce segun la invencién en la posicién 111, se trata
de un a-iminoécido ciclico. Por la forma ciclica del resto de pirrolidina, posee una conformacién rigida que afecta
también a la estructura de la proteina respectiva. Asi, la prolina funciona, por ejemplo, como un fuerte interruptor de
hélice . Por tanto, es especialmente sorprendente que precisamente mediante la sustitucidn de la alanina en posicién
111 por prolina se produzca un mutante de VEGF que sea estable frente a la proteasa plasmina, estable en exudados
de heridas crénicas y ademds presente una actividad correspondiente a la proteina de tipo natural.

Son objeto de la invencidn particularmente variantes de VEGF de ambas secuencias SEC ID N° 1 o SEC ID N° 2.

Son también objeto de la invencién variantes de los mutantes de VEGF anteriormente indicados en las que las
secuencias de aminoacidos estin modificadas o derivatizadas, o contienen mutaciones, inserciones o deleciones. Par-
ticularmente, esto se refiere a variantes de VEGF en las que otros aminodcidos individuales estdn intercambiados y a
aquellos que estdn glucosilados, amidados, acetilados, sulfatados o fosforilados. Preferiblemente, dichas variantes de
VEGF tienen una actividad comparable a o mayor que VEGF de tipo natural.

Las variantes de VEGF segtin la invencién pueden presentar también una secuencia sefial.

Son también objeto de la invencién 4cidos nucleicos que codifican los mutantes de VEGF anteriormente citados, y
vectores para la expresion de VEGF que contienen dichos 4cidos nucleicos.

Es también objeto de la invencién un medicamento que contiene los mutantes de VEGF anteriormente citados,
asf como el uso de mutantes de VEGF para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de heridas créni-
cas, causadas por alteraciones vasculares como insuficiencia crénica venosa (ICV), linfedema primario/secundario,
oclusién arterial, enfermedades metabdlicas como diabetes mellitus, gota o escaras por decubito, enfermedades in-
flamatorias crénicas como pioderma gangrenoso, vasculitis, dermatosis perforantes como necrobiosis lipoidica dia-
bética y granuloma anular, enfermedades fundamentales hematolégicas como alteraciones de la coagulacién, ane-
mia de células falciformes y policitemia vera, tumores como tumores cutdneos primarios y metastasis exulceradas,
asi como inhibicién de plasmina, para la induccién de neoangiogénesis y/o para la inhibicién de la degradacion de
matriz.

La aplicacién tépica de factores de crecimiento representa un nuevo concepto terapéutico en la curacién de he-
ridas. Ha podido observarse una mejora de la curacién de heridas crénicas en un gran ndmero de estudios clinicos
con la aplicacién de EGF, bFGF, PDWHF y PDGF (Scharffetter-Kochanek et al. 2000). Sin embargo, debe sefialarse
criticamente que los resultados de estos estudios estdn por debajo de las expectativas que se han creado respecto a
la buena eficacia de estos mediadores en modelos animales (Lawrence et al. 1994). Es una explicacion esencial de
esta eficacia limitada de los factores de crecimiento seguramente la actividad proteolitica elevada en el entorno de
herida crénica, que conduce a la degradacion de factores administrados por via tdpica. Por tanto, se observa clara-
mente que la gestion local de heridas mediante la administracién de factores de crecimiento representa una nueva
estrategia terapéutica prometedora. Sin embargo, es necesario desarrollar estrategias que controlen la actividad pro-
teolitica en el entorno de herida crénica. La preparacién de citocinas patrén con estabilidad elevada en entorno de
herida crénica representa seguramente a este respecto un nuevo principio terapéutico. Los mutantes de VEGF segtn la
invencién son adecuados en gran medida debido a su alta estabilidad en serosidad para el tratamiento tépico de heridas
cronicas.

Ejemplos de realizacion
Mutagénesis

Mediante mutagénesis dirigida a sitio, se prepararon cuatro mutantes efectuando los intercambios de aminodcido
selectivos en Arg, o y Ala;;;. Se cloné el ADNc que codifica VEGF ;s humano en el vector de expresion de replicacion
pcDNA 3.1 (compaiia Invitrogen, De Schelp, Holanda) usando los sitios de corte de BamHI y EcoRI en el sitio de
clonacién. Para la mutagénesis in vitro dirigida a sitio, se us6 el sistema Gene Editor™ de la compania Promega
(Mannheim). Este se basa en la adicién de oligonucledtidos que portan la correspondiente mutacion a la secuencia de
partida. La secuencia de partida del VEGF 45 en la zona de las mutaciones es:
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106 107 108 109 110111 112 113
GA CCA AAG AAA GAT AGA GCA AGA CAA G

Pro Lys Lys Asp Arg Ala Arg GIn

Para la introduccién de mutaciones, se usaron los siguientes oligonucleétidos “de apareamiento erréneo” como
cebadores:

Mutacion 1: Muty,:

GA CCA AAG AAA GAT GCC GCA AGACAA G
Pro Lys Lys Asp Ala Ala Arg Gin

Mutacién 2: Mutg,:

GA CCA AAG AAA GAT CAG GCAAGA CAA G

Pro Lys Lys Asp G/n Ala Arg GlIn

Mutacion 3: Mutp,,:

GA CCA AAG AAA GAT AGG CCAAGA CAA G

Pro Lys Lys Asp Arg Pro Arg GIn
Mutacion 4: Mut; g pro:

GA CCA AAG AAA GAT AAG CCAAGACAA G
Pro Lys Lys Asp Lys Pro Arg GIn

Los cebadores de mutagénesis usados se indican respectivamente con las secuencias de aminoécidos obtenidas
a partir de ellas. Se marcan en cursiva las zonas con bases o aminodcidos modificados frente a la secuencia de tipo
natural.

En la mutacién 1, se intercambio la arginina, o, por una alanina apolar. En la mutacién 2, se introdujo en la misma
posicion una glutamina polar no cargada. En el mutante 3, no se intercambi6 la arginina;; bdsica, sino la alanina en
posicioén 111 por una prolina. En el mutante 4, se intercambiaron dos aminoacidos. Aqui, se insertaron, en lugar de
arginina,,, y alanina,,, lisina y prolina. Después de la prictica de la mutagénesis, se realiz6 la verificacion de las
mutaciones mediante anélisis de secuencia. Los mutantes de VEGF obtenidos tenian en los aminodcidos 109-112 las
siguientes secuencias:

VEGF4s-tipo natural: -Aspig Arg;jo Alay, Arg,-
Mutg,: -Aspyp Glny o Alay;; Argys-
Muty,: -Aspi Alayjg Alay, Arg,-
Mutp,,: -Aspigo Arg; o Proyy; Argy,-
Muty ys_pro: -Aspigo Lysyio Proyy; Argypp-

Los mutantes Mutp,, y Mut;_p,, Son mutantes segin la invencién, mientras que Mutg, y Muty,,, se preparan y
ensayan con fines comparativos. Los vectores de expresion de VEGF 45 obtenidos se usaron en los andlisis adicionales.
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Preparacion de proteina VEGF \¢s recombinante

Se realizé la expresion de proteina VEGF ¢ en células COS-1 eucaridticas. El vector de expresion pcDNA 3.1

usado contiene un origen de replicacién de SV-40. Este sirve para la amplificacién del vector en células que expresan
un antigeno T grande del virus SV-40. Las células COS-1 usadas poseen un correspondiente elemento integrado en el
genoma, de modo que se llega aqui a una replicacién episémica del vector. De este modo, se consigue una expresion
de la proteina diana VEGF durante varios dias sin integracion estable (transformacion) del vector en el genoma celular.
Las células COS-1 se transfectaron con los plasmidos de expresién obtenidos en la mutagénesis. Para ello, se usé el
reactivo de transfeccion Superfect (QIAGEN, Hilden) segtn las instrucciones del fabricante.

Como un gran nimero de factores de crecimiento, el VEGF,¢; posee también un sitio de unién a heparina que
se localiza en el extremo C bdsico. La unién a heparina se ha empleado para la purificacién de la proteina mediante
cromatograffa de afinidad (Mohanraj et al. 1995). El aislamiento de VEGF y variantes de VEGF se realizé mediante
las siguientes etapas:

Se cultivaron células COS-1 transformadas con los plasmidos de expresion en DMEM (medio de Eagle modificado
por Dulbecco) exento de suero, que contiene 10% de suero fetal bovino (FCS), L-glutamina 2 mM, penicilina (10
U/ml) y estreptomicina (10 pg/ml) y suplemento ITS (Sigma, Deisenhofen). Se combind después de 48 h con medio
acondicionado (200 ml) y se incubé durante 4 horas con 5 ml de heparina-Sepharose (Pharmacia, Freiburg) a 4°C.
Se empaquet6 en una columna la heparina-Sepharose. Se carg6 ésta a un caudal de 25 ml/h con medio de cultivo. Se
llevaron a cabo las siguientes etapas:

A: Cromatografia de afinidad con heparina-Sepharose
1. Lavado: NaCl 0,1 M; Tris 20 mM/pH 7,2
2. Lavado: NaCl 0,3 M; Tris 20 mM/pH 7,2
3. Elucién: NaCl 0,9 M; Tris 20 mM/pH 7,2
B: Andlisis de las fracciones obtenidas mediante andlisis de transferencia Western

C: Desalado de las fracciones que contienen VEGF mediante filtracién en gel con tampén de elucién: Tris 10
mM/pH 7,2

D: Liofilizacién de la solucién y determinacion de la concentracién mediante ELISA

Se analiz6 el VEGF obtenido mediante PAGE-SDS. La proteina VEGF obtenida a partir de células COS-1 se di-
ferencia en su comportamiento de eluciéon en PAGE-SDS de la VEGF 4 usada obtenida comercialmente (compaiiia
R&D Systems). Ademads de la sefial detectable a 42 kDa (figura 1, carril 6), se identifica otra banda con un peso mo-
lecular algunos kDa mayor. La razén de esta doble banda de la proteina VEGF expresada en células COS-1 es una
glucosilacién modificada del factor de crecimiento. En células COS-1, se llega con la expresién de VEGF a la forma-
cién de dos proteinas glucosiladas diferentemente. Una forma (42 kDa) es idéntica en su glucosilaciéon a la VEGF ;s
recombinante usada hasta ahora, que se ha producido en células de insecto con un sistema de expresién de baculovirus
(R&D Systems, figura 1, carril 1). Presenta en el aminoécido asparagina en posicioén 74 una N-glucosilacién (Gospo-
darowicz et al. 1989; Keck et al. 1989). La segunda banda se genera a mayor peso molecular (45 kDa) debido a una
glucosilacion adicional de la proteina. La diferencia de glucosilacién es conocida para la expresion en células COS y
no tiene efecto sobre la actividad bioldgica del factor de crecimiento (R&D Systems).

Caracterizacion de las propiedades bioquimicas y bioldgicas de proteinas VEGF s purificadas
1. Andlisis de la estabilidad de la proteina VEGF 45 y sus mutaciones
a) Incubacion en plasmina

Se analizé en primer lugar en las cuatro proteinas de VEGF mutadas purificadas su estabilidad frente a la proteasa
plasmina. Se analizé si las mutaciones efectuadas conducian a un comportamiento de degradaciéon modificado en
comparaciéon con VEGF de tipo natural.

La Figura 1 muestra los resultados de una incubacién de VEGF de tipo natural y de mutantes de VEGF con
plasmina. La incubacién de VEGF de tipo natural sintetizado en células COS-1 (A, carriles 6-10) mostré ya después
de 15 minutos una degradacién del factor de crecimiento. A este respecto, es dificil la determinacién exacta del tamafio
de los fragmentos generados mediante PAGE-SDS, ya que se superponen las sefiales de ambas bandas de proteinas
glucosiladas diferentemente. El patrén de degradacion es sin embargo similar al de VEGF 45 obtenible comercialmente
(Figura 1A, carriles 1-5). Asi, puede detectarse después de 45 minutos un fragmento con un peso molecular de 38 kDa.
Este corresponde al fragmento dimérico 110 de la variante de VEGF menos glucosilada. Estos resultados muestran
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claramente que también la proteina VEGF que se ha expresado en células COS-1 se escinde con plasmina en las
condiciones seleccionadas.

En la Figura 1B (carriles 1-17), se observan los resultados de la incubacién de proteinas mutadas. En primer lugar,
se representa la incubacion de la mutacién de arginina a alanina (carriles 1-5). En el momento cero de la incubacién,
se detectan, como en el tipo natural, dos bandas de las variantes de proteina VEGF glucosiladas diferentemente. Sin
embargo, éstas no estdn aqui tan inequivocamente diferenciadas entre si como en VEGF ¢ de tipo natural debido a
la mayor intensidad de sefial. En contraposicién con VEGF de tipo natural, la proteina mutada no muestra hasta 240
minutos después de la incubacién ninguna modificacién del comportamiento de elucion.

Esta observacion plantea la suposicién de que la mutacidn arginina,;;, a alanina,;, ha conducido a la inactivacién
del sitio de corte de plasmina. Como se representa en la Figura 1B, los otros tres mutantes Mutp,,, Mutg, y Mut; ys_pr
presentan también después de incubacién con plasmina durante 240 minutos una estabilidad comparable de las bandas
de sefial a 45 y 42 kDa. No se degrada un control en el que se incub6 VEGF,4s de tipo natural durante 4 horas a
37°C con tampdn de plasmina (carriles 18 y 19). En total, estos experimentos apuntan a que los mutantes de VEGF
producidos y purificados son estables frente a la proteasa plasmina.

b) Incubacion en exudado de herida aguda y cronica

En la siguiente etapa, se analizé la degradacién de los mutantes de VEGF en exudado de herida de pacientes con
heridas agudas y crénicas. En la incubacién de VEGF45 de tipo natural y todos los mutantes de VEGF en exudado de
herida aguda, no era detectable ninguna degradacién después de 240 minutos.

La Figura 2 muestra el efecto de exudado de herida crénica sobre la estabilidad de las proteinas VEGF. La incuba-
cién de VEGF de tipo natural sintetizado en células COS-1 (Figura 2A, carriles 1-4) durante 240 minutos muestra una
degradacion del factor de crecimiento con un fragmento de aprox. 38 kDa. Esto corresponde al fragmento dimérico
110 de la variante de VEGF menos glucosilada.

En contraposicion con el tipo natural, los mutantes de VEGF ¢ muestran otro comportamiento de degradacién en
la incubacién en exudado de herida crénica. Por un lado, se observa en las mutaciones Mutg,, (Figura 2B, carriles 13-
16 y Mut,,, (carriles 5-8) un proceso de degradacién que es comparable con el tipo natural. Se generan ya después de
20 min fragmentos con un peso molecular de aprox. 38 kDa.

Por otro lado, el andlisis de los mutantes Mutp,, (carriles 9-12) y Mut; _p,, (carriles 1-4, 17-20) presenta un com-
portamiento de degradacion divergente del tipo natural y de los mutantes Mut,;, y Mutg;,,. Hasta 60 minutos después
de la incubacidén, se muestra en PAGE-SDS una sefial estable a 42 y 45 kDa. Esto apunta a una estabilizacién de
las proteinas mutadas Mutp,, y Mut;_p, €n el exudado de herida crénica. Esta diferencia en el comportamiento de
degradacion de los mutantes con aminoacidos neutros/apolares y aquellos con prolina plantea la suposicién de que, en
entorno de herida crénica, participan ademads de plasmina otras proteasas en la degradacién de VEGF.

240 minutos después de la incubacion en exudado de herida crénica, se observa en todas las proteinas mutadas
una degradacion. A este respecto, no se llega a la formacién de fragmentos de degradacion claramente definidos, de
hecho, se genera después de 240 minutos una sefial difusa entre 38 y 45 kDa. Probablemente, se trata a este respecto
de protedlisis en la zona de los primeros 20 aminoécidos (sitio de reconocimiento del anticuerpo), ya que la potencia
de la sefial se reduce claramente después de 240 min.

En resumen, los resultados indican que los mutantes de VEGF con prolina en la posicién 111 se estabilizan en
primer lugar en exudado de herida crénica, pero se degradan a largo plazo. Se observan resultados comparables en los
exudados de heridas de tres pacientes distintos con insuficiencia venosa crénica. Los experimentos para los distintos
exudados de heridas se repitieron al menos dos veces (Figura 2B: paciente X, carriles 1-4; paciente Y, carriles 17-20).
A este respecto, el patron de bandas generado permaneci6 siempre igual.

En la Figura 2C se representa una valoracién densitométrica de la degradacién de VEGF de tipo natural y Mut; ys_py.
El objetivo del andlisis era la cuantificacion de la estabilizacion de los mutantes de VEGF en exudado de herida crénica.
Con este fin, se determind la modificacién dependiente del tiempo de la potencia de la sefial en el maximo de la sefial de
partida (zona de 42-45 kDa) en comparacion con la sefial en el momento cero. Las densidades densitométricas medidas
en distintos momentos se representan como porcentaje de la sefial de partida. En este andlisis densitométrico, se
observa claramente que, en cada momento de la medida, los mutantes de VEGF muestran en comparacién con VEGF
de tipo natural una sefial mas potente en la zona de 42-45 kDa y por tanto se presenta la proteina VEGF 5 intacta.
Esta observacion plantea la suposicion de que esta mutacion conduce a una estabilidad y bioactividad mejoradas de la
proteina VEGF en entorno de herida crénica. Ya 20 minutos después de la incubacidn, la diferencia entre tipo natural
y mutantes es estadisticamente significativa. Las medidas se llevaron a cabo en tres experimentos independientes con
idéntico exudado de herida.

II. Andlisis de la actividad biologica de VEGF g5 de tipo natural y las variantes mutadas

Se analiz6 si las mutaciones tienen influencia sobre la actividad bioldgica de la molécula de VEGF. Se ensayé
la actividad biol6gica mediante un ensayo de proliferacién de BrdU (Roche Diagnostics, Mannheim) en células en-
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doteliales de vena umbilical humanas (células HUVE) segtin los datos del fabricante. A este respecto, se cultivaron
las células HUVE con adicién de distintos mutantes de VEGEF, después se incubaron durante 6 horas con solucién de
BrdU y se fijaron, tras de lo cual se llevé a cabo un ELISA usando un anticuerpo especifico de BrdU.

Se emplearon concentraciones de VEGF entre 1 ng/ml y 25 ng/ml. La proteina VEGF,¢s recombinante obtenible
comercialmente (R&D Sytems) y VEGF 45 de tipo natural sintetizada en células COS-1 mostraron una estimulacién
semimaxima de la incorporacién de BrdU a aprox. 3 ng/ml (Figura 3). Las proteinas VEGF mutadas se caracterizan por
una estimulacion de la proliferacién de células endoteliales comparable a VEGF de tipo natural sintetizada en células
COS-1. La estimulacién médxima de todas las proteinas sintetizadas en células COS-1 era menor que por VEGF ;s
de tipo natural obtenible comercialmente. La diferencia entre ambos desarrollos de la curva puede justificarse por los
diferentes sistemas de expresion y procedimientos de purificacidn de las proteinas (Mohanraj et al. 1995). La actividad
biolégica de VEGF 45 no se influye por tanto significativamente por las mutaciones llevadas a cabo.

A continuacién, se afronté la pregunta de en qué medida se influye la actividad biolégica de VEGF 4 de tipo
natural y mutantes de VEGF después de incubacién en plasmina. Con este fin, se incubaron las proteinas VEGF con
plasmina y a continuacidén se ensayo la actividad biolégica mediante un ensayo de proliferaciéon de BrdU en células
HUVE.

En la representacion grafica (Figura 4), se representa la incorporacién de BrdU como porcentaje de la sefal de
partida (momento t = 0). La incubacion de VEGF de tipo natural (sintetizada en células COS-1 y de R&D Systems),
as{ como de los mutantes de VEGF Mut,,, y Mut, y,_p,, €n tamp6n de plasmina a 37°C no mostr6 ningtn perjuicio de
la actividad bioldgica de las proteinas (Figuras 4 A-D). En contraposicion con ello, la incubacién de VEGF de tipo
natural en plasmina conduce a una clara reduccién de la actividad bioldgica (Figuras 4 A, B). Ya 20 minutos después de
la incubacidn, se muestra una pérdida de actividad de al menos un 20%, que después cae de nuevo aproximadamente
a un 50% de la actividad de partida después de 240 minutos. Los mutantes Mut,;, y Mut; p,, N0 muestran ninguna
pérdida significativa de actividad después de incubacidn con plasmina (Figuras 4 C, D). Estos resultados subrayan
la “resistencia a la plasmina” representada en transferencia Western de los mutantes (Figura 1) y muestran que las
proteinas mutadas son también estables después de incubacién con plasmina.

Las mutaciones insertadas tienen por tanto como consecuencia una inhibicién de la escisiéon de VEGF por plas-
mina. Mediante la mutacién de Ala,;; a Proy;;, puede inducirse una estabilizacién de VEGF y por tanto una actividad
bioldgica elevada en entorno de herida crénica.

Figura 1: Las mutaciones de VEGF,4s son resistentes frente a la escisiéon por plasmina. La Figura muestra la
incubacién de VEGF 45 y las proteinas mutadas en una solucién de plasmina [0,01 U/ml] o solucién tamp6n (B, carriles
18, 19) durante el periodo dado. El andlisis del comportamiento de degradacion se realiz6 mediante transferencia
Western e inmunodeteccion.

Figura 2: La mutacién de Ala,;; a Pro,;, eleva la estabilidad de VEGF en exudado de herida crénica. A) en VEGF ;s
de tipo natural expresado en células COS-1. B) Las variantes de VEGF se incubaron durante los periodos dados en exu-
dado de herida crénica y se representd el comportamiento de degradaciéon mediante inmunodeteccion. A este respecto,
se ensayaron los exudados de herida de dos pacientes distintos: paciente X, carriles 1-16; paciente Y, carriles 17-20. C)
representacion densitométrica de la degradacién de VEGF de tipo natural y Mut, _p, €n exudado de herida crénica. Se
representa la potencia relativa de sefial de tres andlisis de transferencia Western llevados a cado independientemente
(PM + DE).

Figura 3: Los mutantes de VEGF son biolégicamente activos. Se incubaron VEGF,4s de tipo natural y mutantes
de VEGF respectivamente a concentraciones crecientes con células HUVE. Se representan las tasas de integracion
determinadas mediante ELISA de BrdU del anédlogo de bases en el ADN de células en proliferacién (PM + DE, n= 3).

Figura 4: La plasmina no altera la actividad biolégica de los mutantes de VEGF45. Se confronta la incorporacién
relativa de BrdU a células HUVE mediante estimulacién con VEGF ¢s de tipo natural (A, B), Muty;, (C) y Mut; y_p
(D) después de la incubacién de la proteina dada en tamp6n o plasmina (valores medios = DE; n = 3).
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REIVINDICACIONES

1. Variante de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), caracterizada porque la alanina estd intercam-
biada en la posicién del aminoécido 111 de VEGF nativo por prolina.

2. Variante de VEGF segtn la reivindicacién 1, caracterizada porque adicionalmente estd intercambiado al menos
otro aminodcido en una de las posiciones 109 a 112.

3. Variante de VEGF segtin una de las reivindicaciones 1 6 2, en la que la variante de VEGF se presenta como una
de las variantes de ayuste VEGF,,;, VEGF,45, VEGF 45, VEGF 53, VEGF 39 0 VEGF.

4. Variante de VEGF 45 segtin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque presenta una de las secuen-
cias de aminoacidos

SEC N° 1:

Ala Pro Met Ala Glu Gly Gly Gly GIn Asn His His Glu Val Val
Lys Phe Met Asp Val Tyr GIn Arg Ser Tyr Cys His Pro Ile Glu
Thr Leu Val Asp Ile Phe GIn Glu Tyr Pro Asp Glu Ile Glu Tyr
Ile Phe Lys Pro Ser Cys Val Pro Leu Met Arg Cys Gly Gly Cys
Cys Asn Asp Glu Gly Leu Glu Cys Val Pro Thr Glu Glu Ser Asn
Ile Thr Met GIn Ile Met Arg lle Lys Pro His GIn Gly GIn His
lle Gly Glu Met Ser Phe Leu GIn His Asn Lys Cys Glu Cys Arg
Pro Lys Lys Asp Arg Pro Arg Gin Glu Asn Pro Cys Gly Pro Cys
Ser Glu Arg Arg Lys His Leu Phe Val GIn Asp Pro GIn Thr Cys
Lys Cys Ser Cys Lys Asn Thr Asp Ser Arg Cys Lys Ala Arg GIn
Leu Glu Leu Asn Glu Arg Thr Cys Arg Cys Asp Lys Pro Arg Arg

o SECN°ID 2:

Ala Pro Met Ala Glu Gly Gly Gly GIn Asn His His Glu Val Vval
Lys Phe Met Asp Val Tyr GIn Arg Ser Tyr Cys His Pro Ile Glu
Thr Leu Val Asp Ile Phe GIn Glu Tyr Pro Asp Glu Ile Glu Tyr
Ile Phe Lys Pro Ser Cys Val Pro Leu Met Arg Cys Gly Gly Cys
Cys Asn Asp Glu Gly Leu Glu Cys Val Pro Thr Glu Glu Ser Asn

Ile Thr Met Gin Ile Met Arg Ile Lys Pro His GIn Gly GIn His
Ile Gly Glu Met Ser Phe Leu GIn His Asn Lys Cys Glu Cys Arg
Pro Lys Lys Asp Lys Pro Arg GIn Glu Asn Pro Cys Gly Pro Cys
Ser Glu Arg Arg Lys His Leu Phe Val GIn Asp Pro Gin Thr Cys
Lys Cys Ser Cys Lys Asn Thr Asp Ser Arg Cys Lys Ala Arg GIn
Leu Glu Leu Asn Glu Arg Thr Cys Arg Cys Asp Lys Pro Arg Arg

5. Variante de VEGF segtin una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque la cadena de aminoacidos
presenta una secuencia sefial.
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6. Acidos nucleicos que codifican variantes de VEGF segtin una de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Vectores que contienen dcidos nucleicos segin la reivindicacion 6 para la expresion de variantes de VEGF segin
una de las reivindicaciones 1 a 5.

8. Medicamento que contiene variantes de VEGF segtin una de las reivindicaciones 1 a 5, dcidos nucleicos segtin
la reivindicacion 6 o vectores segtin la reivindicacion 7.

9. Uso de variantes de VEGF segtin una de las reivindicaciones 1 a 5, de dcidos nucleicos segiin la reivindica-
cion 6 o de vectores segtn la reivindicacién 7 para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de heridas
crénicas, particularmente causadas por alteraciones vasculares como insuficiencia crénica venosa (ICV), linfedema
primario/secundario, oclusién arterial, enfermedades metabdlicas como diabetes mellitus, gota o escaras por decubito
enfermedades inflamatorias crénicas como pioderma gangrenoso, vasculitis, dermatosis perforantes como necrobiosis
lipoidica diabética y granuloma anular, enfermedades fundamentales hematolégicas como alteraciones de la coagula-
cién, anemia de células falciformes y policitemia vera, tumores como tumores cutdneos primarios y metastasis exulce-
radas, para la inhibicién de plasmina, para la induccién de la neoangiogénesis y/o para la inhibicién de la degradacién
de matriz.
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