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(57) Resumo: FRAGMENTOS DE PEPTIDEO PARA INDUZIR A
SINTESE DE PROTEINAS DE MATRIZ EXTRACELULAR. Sao
revelados tetrapeptideos biologicamente ativos curtos que séo
compreendidos das seqliéncias GxxG e PxxP, onde G (glicina) e P
(prolina) sdo mantidas e x € um aminoacido variavel. Os peptideos
podem ser usados individualmente ou em combinagao para estimular a
produgdo de proteinas da matriz extracelular na pele. E revelado um
método rapido e barato de produgéo de formulagdes heterogéneas de
tetrapeptideos.

MGPRLSVWLL LLPAALLLHE EHSRAAAKGG CAGSGCGKCD CHGVKGQKGE
RGLPGLOGVI GFPGMQGPEG PQGPPGQKGD TGEPGLPGTK GTRGPRGASG
YPGNPGLPGI PGQDGPPGPP GIPGCNGTKG ERGPLGPECL PGFAGNPGEP
GLPGMKGDPG EILGHVPGML LKGERGFPGI PCTPGPEELP GLOGPVGEPG
FTGPPGPPGP PCPPGERGOM GLSFQGPKGD KGDQGVSGPP_GVEGOAQVOE
KGDFATKGEK GQOKGEPGFQG MPGVGEKGEP GKPGPRGKPG KDGDKGEKGS
PGFPCGEPGYP GLIGROGPQC EKGEAGPEGP BGIVIGTGPL GERGERGYPG
TPGPRGEPGE_KGFPCLPGQP GPPGLPVPGQ AGAPGFEGER GEKGDRGEFPG
TSLPGPSGRD GLPGPPGSPG PRPGQPGYTNG IVECQPGPEG DOGPEGIPGQ
PGFIGEIGEK GOKGESCLIC DIDGYRGPPG PQGPPGEIGE PGOPGAKGDR
GLPGRDGVAG VEGPOGTEGL IGOPGAKGEP GEFYFDLRLK GDKGDPGEEG
OPGMPGRAGS PGRDGHPGLP GPKGSPGSVG LKGERGPPGG VGFRGSRGDT
GPPGPPEYGP AGPIGDKGOA GFPGGPGSPG LPGPKGERGK IVPLPGPPGA
EGLPGSPGFP_GPQGDRGEPG TPGRPGLPGE KGAVGOPGIGC FPGREGPKCV
DGLPGDMGPP_GTPGRPGFNG LPGNPGVQGO KGEPGVGLPG LKGLPGLPGI
PGTPGEKGST GVBGVPGEHG AIGPPGLQGI RGEPGPEGLP GSVGSPGVEG
TGPPGARGPP_GGOGPPGLSG PPGIKGEKGF PGFPGLDMPG PKGDKGAQGL
PGITGQSGLP GLEGQOGAPG IPCFPESKGE MGVMGTPGQE GSPGEVGAPG
LPGERGDHGF PGSSGPRGDP GLKGDKGDVG LEBGKPGSMDK VDNGSMKGQK
GDOGEKGQIG PIGEKGSRGD PGTPGVPGKD GOAGQPGOPG PKGDPGISGT
PGAPGLBGPK _CSVGGNGLPG TPGEKGUPGI PGPQGSEGLP GDKGAKGEXG
OAGPPGIGIP GLRGEKGDQG IAGFPGSEGE KGEKGSIGIP GMPGSPGLKE
SPGSVGYPGS PGLPGEKGDK GLPGLDGIPG VKGEAGLEGT PGPTGPAGQK
CEPGSDCIPG SAGEKGEPEL PGRGEPGFPG AKGDKGSKGE VGFRGLAGSP
GIPGSKGEQG FMGPPGPOGQ PGLPGSPGHA TEGPKGDRGE QGOPGLPGLP
GPMGPPGLPG IDGVKGDKGN PGWPGAPGVE GPKGDPGFQG MPGIGGSPGI
TGSKGDMGPE GUPGFQGPKE LPGLQGIKGD QGDQEVEGAK GLPGPFGPPG
PYDIIKGEPG LPGPEGPPGL KGLQELPGPK GOQGVTGLVE IPGPEGIPGF
DGAPGOKGEM GPAGPTGPRG FPGRPGPDGL PGSMGPEGTP SVDHGFLVTR
HSQTIDDPQC PSGTKILYHG YSLLYVQGNE RAHGQDLGTA GSCLRKFSTM
PFLECNINNV CNFASRNDYS YWLSTPEPMP MSMAPITGEN IRPFISRCAV
CEAPAMVMAV HSQTIQIPPC PSGWSSLWIG YSFVMHTSAG AEGSGQALAS
PGSCLEEFRS APFIECHGRG TCNYYANAYS FWLATIERSE MFKKPTPSTL
KAGELRTHVS RCQVCMRRT
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FRAGMENTOS DE PEPTIDEO PARA INDUZIR A SINTESE DE PROTEINAS
DE MATRIZ EXTRACELULAR
Esse pedido reivindica o beneficio de prioridade ao
Pedido Provisdrio Americano No. de Série 60/813.284,
depositado em 13 de Jjunho de 2006, o qual é aqui
incorporado por referéncia na sua totalidade.

CAMPO DA INVENGCAO

A invencdo se refere aos tetrapeptideos com a porgéao
aminodacido GxxG ou PxxP, onde G (glicina) e P (prolina) sao
mantidos e x & um aminodcido variavel. A invengdo também se
refere aos tetrapeptideos de mudanga de quadro ativos
(frame shift), os quais sdo sequéncias de tetrapeptideos
com uma estrutura alterada de um tetrapeptideo GxG ou PxxP
numa proteina ECM. Particularmeﬁte, a invencdo se refere ao
GxxG, PxxP ou aos peptideos de mudanca de quadro ativos qgue
estimulam a produg¢do de proteinas da matriz extracelular e
intensificam o fechamento de ferimentos da monocamada de
células epiteliais da pele humana ferida por raspagem. AsS
composi¢des peptidicas podem ser usadas em formulagdes para
reparar a pele danificada ou na manutengdo da pele
saudavel.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

O envelhecimento da pele €& comumente visto como a
formagédo de rugas e a cicatrizagao de ferimentos
prejudicada. Um ferimento ¢ definido como uma ruptura na
integridade epitelial da pele. A cicatrizag¢do normal de
feridas ehvolve uma série de eventos complexa e dind&mica,
porém magnificamente orquestrada levando ao reparo de
tecidos danificados. O maior componente da pele normal & a

matriz extracelular (ECM), uma matriz tipo gel produzida
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pelas células que ela rodeia. A ECM é composta de duas
classes principais, incluindo proteinas estruturais
fibrosas e proteoglicanas. Alteracdes na composigdo e
estado reticulado da ECM sdo conhecidas como estando
associadas com o envelhecimento e numa faixa de distlGrbios
de pele adguiridos e hereditarios. Tem sido bem documentado
gue ECM ndo somente fornece suporte estrutural como também
influencia o comportamento celular, tal como a
diferenciacdo e proliferagdo. Também cada vez mals grupos
de pesquisa sugerem que OS componentes da matriz podem ser
uma fonte de sinais celulares para facilitar a proliferacgdo
de células epiteliais e a migragao e, deste modo, aumentar
a cicatrizécéo de feridas.

A maior classe de moléculas ECM fibrosas é a familia
do colageno, a qual inclui pelo menos 16 tipos diferentes
de colageno. Coldgeno na matriz dérmica & composto
primariamente dos colagenos tipo I (80 - 85%) e tipo III (8
- 11%), ambos sendo fibrilares, ou colagenos em forma de
bastdo. A forga elastica da pele é originada
predominantemente por essas moléculas de colageno
fibrilares, as quais se automontam em microfibrilas numa
disposigédo cabeca-cauda e lateral lado a lado escalonada.
Moléculas de colageno se tornam reticuladas as moléculas de
colageno adjacentes, gerando forga e estabilidade adicional
nas fibras de colageno. O dano a rede de colageno (por
exemplo, por enzimas Ou destruicdo fisica) ou o seu total
colapso faz com que a cicatrizacdo ocorra pPoOr reparo.

Varios peptideos bioativos que estimulam a produgdo de
proteinas ECM foram reportados tanto na literatura

cientifica gquanto em patentes emitidas. Historicamente,
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peptideos tém sido isolados a partir de fontes naturais e
tém sido recentemente o assunto de estudos de relagao
estrutura-funcdo. Peptideos naturais também serviram COmMO
pontos de partida para O design de analogos de peptideos
sintéticos.

Sequéncias especificas nas proteinas ECM podem
estimular elementos UGteis na pele, tais como coladgenoc tipo
I, colageno tipo III e fibronectina (Katayama et. al., J.
Biol. Chem. 288: 9941 - 9944 (1983)). Katayama et al.
identificaram o pentapeptideo KTTKS (SEQ ID NO: 17), no
propeptideo carboxiterminal (residuos 197 - 241) do
colageno tipo I. O propeptideo & clivado durante a produgdo
da proteina de colageno madura. O propeptideo clivado pode
participar na regulagao da producdo de colageno através de
um mecanismo de retroalimentagdo de biossintese, com O
segmento KTTKS desempenhando um papel ativo. Magquart et al.
(FJ Soc Biol. 193: 423-28 (1999)) reportaram dgue ©OS
peptideos GHK e CNYYSNS também estimulam a sintese de ECM.
Essas sequéncias podem ser liberadas durante a renovagao de
ECM, deste modo sinalizando a necessidade por reparo de
ECM. As sequéncias de peptideos curtos liberadas por
gualguer mecanismo sio geralmente chamadas de “matricinas”
(Magquart et al., J. Soc. Biol. 193: 423-28 (1999)).

Apesar da existéncia de uma variedade de peptideos
naturais e sintéticos, existe uma necessidade por peptideos
biologicamente ativos melhorados e métodos para Seus UusosS.

RESUMO DA INVENGAO

Sd3o revelados tetrapeptideos que s3io caracterizados

pela porgdo da sequéncia de aminodcidos GxxG ou PxxP, onde

os residuos de G (glicina) e P (prolina) sao mantidos e x &
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um aminodcido varidvel. Os tetrapeptideos sdo derivados das
sequéncias gque ocorrem varias vezes por toda a sequéncia
primaria da proteina ECM, colageno tipo IV. As sequéncias
reveladas induzem a producdo de todas as formas de colageno
maior do que as sequéncias de peptideos anteriormente
conhecidas, incluindo KTTKS, vendida sob a marca comercial
MATRIXYL™ por SEDERMA SAS (Franga). Além disso, uma
composigao compreendendo uma combinagao de varias
sequéncias multiplicadoras-repetentes induz uma resposta
produtora de colageno ainda maior. Podem ser esperados
beneficios adicionais a partir das combinagdes de peptideos
presentes numa variedade de proteinas ECM.

A produgdo de uma combinagao especifica de
tetrapeptideos para a reconstrugcdo da ECM pode ser, sob um
ponto de vista de custo, comercialmente proibitiva. E
revelada uma forma relativamente simples e Dbarata de
produzir uma combinagdo diversa de tetrapeptideos
biologicamente ativos. Pela produgdo de uma biblioteca
combinatorial de tetrapeptideos com a porcdo GxxG ou PxxXP,
uma variedade de tetrapeptideos biologicamente ativos pode
ser gerada na mesma série de producgdo (por exemplo, GEPG,
GPEG, GPPG e GEEG). A combinacdo dos tetrapeptideos pode
induzir uma maior formagdo de proteinas ECM do que OS
peptideos individuais. As composigdes compreendendo OS
tetrapeptideos revelados, sozinhas ou em combinacdo, sao
Gteis nos mercados de cuidados com a pele incluindo, porém
sem se limitar, aguelas gue tratam de rugas, tébnus, firmeza
e perda de firmeza da pele. A estimulacdo do colageno pelos
tetrapeptideos revelados pode melhorar significativamente a

satde e aparéncia da pele danificada e envelhecida.
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BREVE DESCRICKO DAS FIGURAS

FIG. 1 é a SEQ ID NO: 45, a qual & a sequéncia de
aminoicidos do colageno IV ilustrando as ocorréncias dos
tetrapeptideos GxxG. Todas as seqiiéncias em negrito estao
sublinhadas e as sequiéncias que se sobrepdem estdo
duplamente sublinhadas.

FIG. 2 & a SEQ ID NO: 46, a qual é a seqgUéncia de
aminoacidos do coladgeno III ilustrando as ocorréncias das
mudancas de gquadro ativas PGPR € GAGP. Todas as sequéncias
de mudanca de quadro ativas estdio em negrito e sublinhadas
e as seqiéncias GxxG gque ocorrem numa distdncia de uma
mudanca de quadro estao duplamente sublinhadas.

FIG. 3 também é a SEQ 1ID NO: 45, a seqguéncia de
aminoacidos de colageno 1V, ilustrando as ocorréncias do
tetrapeptideo PGPP.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

A invencdo €& de um modo geral direcionada para
tetrapeptideos Jue estimulam a produgdo de proteinas ECM e
modulam a cicatrizagdo de feridas, e aos usos de tais
tetrapeptideos.

Peptideos

Uma modalidade da invengao & direcionada para um
tetrapeptideo isolado compreendendo a porgdo GxxG ou PxxP.
Nessa modalidade, G (glicina) ou P (prolina) é mantida e X
& um aminodcido variavel. O peptidec pode ser geralmente
gualgquer peptideo que esteja dentro da descricdo acima, e
mais preferivelmente ser SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NQ: 12, SEQ ID NO:

13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO: 15 ou SEQ ID NO: 16.
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Outra modalidade da invengdo é direcionada para um
tetrapeptideo isolado compreendendo a porgdo GxPG, onde x &
P em gqualquer posigdo variavel ou ambas. Nessa modalidade,
G (glicina) e P (prolina) sdo mantidas e X é um aminoacido
variavel. O peptideo pode ser geralmente qualquer peptideo
que esteja dentro da descrigao acima, e mais
preferivelmente & a SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:
5 ou SEQ ID NO: 7.

Ooutra modalidade da invencdo ¢é direcionada para um
tetrapeptideo isolado compreendendo a porgdo GExG. Nessa
modalidade, G (glicina) e E (acido glutémico) sdo mantidos
e x é& um aminoacido variavel. O peptideo pode ser
geralmente qualquer peptideo que esteja dentro da descrigao
acima, e mais preferivelmente ser SEQ ID NO: 5 ou SEQ ID
NO: 8.

Outra modalidade da invengdo €& direcionada para um
tetrapeptideo isolado compreendendo a porgao PGxP. Nessa
modalidade, P (prolina) e G (glicina) sdo mantidas e X € um
aminoacido variavel. O peptideo pode ser geralmente
qualgquer peptideo que esteja dentro da descrigdo acima, e
mais preferivelmente SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID
NO: 14 ou SEQ ID NO: 16.

outra modalidade da invengdo & direcionada para um
tetrapeptideo isolado compreendendo a porgao PEXP. Nessa
modalidade, P (prolina) e E (acido glutdmico) s&o mantidos
e x & um aminodcido variavel. O peptideo pode ser
geralmente qualquer peptideo que esteja dentro da descrigdo
acima, e mais preferivelmente ser SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO:
9.

Ooutra modalidade da invengao & direcionada para um
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tetrapetideo de mudanga de quadro ativo. Nessa modalidade,
o tetrapeptideo ocorre numa mudanga de gquadro de um
tetrapeptideo GxxG ou PxxXP numa proteina ECM. O peptideo
pode ser de um modo geral qualquer peptideo que esteja
dentro da descricdo acima, e mais preferivelmente ser SEQ
ID NO: 4 ou SEQ ID NO: 6.

Cada um dos peptideos acima descritos podem
compreender D- ou L-aminoacidos. Os peptideos podem
compreender todos oOs D-aminodcidos ou L-aminoacidos. Os
peptideos podem ter um acido C-terminal (-COzH) ou,
preferivelmente, uma amida C-terminal (-CONH,, -CONHR ou -
CONR;) . Os peptideos podem ser ainda aumentados ou
modificados, seja quimicamente oOu enzimaticamente. Por
exemplo, os peptideos podem ser amidados (-NH,) no C-
terminal, o que pode tornar o tetrapeptideo menos
suscetivel a degradagdo pela protease e aumentar as suas
solubilidades em comparag¢do com as formas de &acido 1livre.
Os peptideos também podem ser wlipidados”, o gque pode
proporcionar uma maior penetragdo na pele.

Os peptideos acima descritos podem conter OS seguintes

aminoacidos: R (arginina), L (leucina), P (prolina), F
(fenilalanina), Q@ (glutamina), E (acido glutémico), T
(isoleucina) , K (lisina), S (serina) , v (valina), A
(alanina) , N (asparagina) , D (acido aspartico), T
(treonina), Y (tirosina) e G (glicina) . Os peptideos acima
descritos ndo incluem os seguintes: M (metionina), C
(cisteina), H (histidina) ou W (triptofano) .

Concordantemente, numa modalidade, x ndo & selecionado de
(metionina), C (cisteina), H (histidina) ou W (triptofano).

Métodos de uso
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Uma modalidade adicional da invengdo €& direcionada
para os métodos de uso dos peptideos acima descritos. Os
métodos de uso podem envolver o uso de um tnico peptideo,
ou podem envolver o uso de dois ou mais peptideos em
combinagao.

Uma modalidade da inveng¢do & um método de promogao de
reparo da pele danificada e de manutencdo da saude da pele
usando tetrapeptideos gque estimulam a produgdo de proteinas
ECM. O método é geralmente direcionado para O contato das
células da derme (pe}e) com uma composigdo contendo O
peptideo. As composigdes podem ser um aerossol, emulsao,
ligquido, 1logdo, creme, pasta, unglento, espuma oOu outra
formulacdo farmaceuticamente aceitavel. Geralmente, uma
formulacdo farmaceuticamente aceitavel poderia incluir
qualquer veiculo aceitavel adeguado para uso na pele
humana, por exemplo, um veiculo cosmeticamente aceitavel e
um veiculo dermatologicamente aceitavel. As composigdes
podem conter outros agentes biologicamente ativos, tais
como retindides ou outros peptideos. As composig¢des podem
conter veiculos ou adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis.
O passo de contato pode ser efetuado in vivo, in situ, in
vitro ou por qualquer método conhecido pelas pessoas
versadas na técnica. Mais preferivelmente, O passo de
contato é para ser efetuado topicamente numa concentragao
suficiente para induzir uma resposta estimulatéria. A
concentracdo do peptideo na composigdo pode ser de cerca de
0,01 pg/mL até cerca de 100 pg/mL, de cerca de 0,1 pg/mL
até cerca de 50 pg/mL e de cerca de 0,1 pg/mL até cerca de
1 pg/hL. O passo de contato pode ser efetuado num mamifero,

num gato, num cachorro, numa vaca, num cavalo, num porco ou
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num ‘ser humano. Uma composic¢do preferida para promover a
produgdo da proteina ECM compreende a SEQ ID NO: 8; mais
preferivelmente, a composigd@o compreende SEQ ID NO: 8 numa
mistura heterogénea com pelo menos um outro tetrapeptideo.
Numa modalidade mais preferida, oS tetrapeptideos
individuais na composigdo poderiam causar a produgdo de
colageno sustentada por um periodo de pelo menos 48 horas.
Uma modalidade adicional da invengdo €& direcionada
para um método de promogdo da cicatrizacdo de feridas da
pele danificada pelo envelhecimento normal, doencgas,
injaria, trauma ou por cirurgia ou Outros procedimentos
médicos. O método pode compreender a administragdo a ferida
de um animal de uma composigdo, em gque a composigédo
compreende qualquer um dos peptideos acima descritos,
individualmente ou em combinagdo. AS composigdes podem ser
um liquido, locdo, creme, pasta, unguento, espuma ou
qualquer outra formulacdo farmaceuticamente aceitavel. As
composigdes podem conter veiculos ou adjuvantes
farmaceuticamente aceitédveis. As composigdes podem conter
outros agentes biologicamente ativos, tais como agentes
antimicrobianos ou fatores de crescimento. As composigdes
podem também ser usadas em combinacdo com outros agentes
terapéuticos, tais como enxertos de tecido, produtos de
cultura de tecido, oxigénio ou curativos. A concentracgcao do
peptideo na composigdo pode ser de cerca de 0,01 pg/mL até
cerca de 100 pg/mL, de cerca de 0,1 ng/mL até cerca de 50
pg/mL e de cerca de 0,1 nug/mL até cerca de 1 pg/mL. A
composigdo pode ser administrada ao ferimento topicamente.
O animal pode/ de um modo geral, ser geralmente qualquer

tipo de animal, e preferivelmente é um mamifero, e mais
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preferivelmente €& um ser humano, vaca, cavalo, gato,
cachorro, porco, cabra ou ovelha. Uma composigdo preferida
para aplicagdes de cicatrizacdo de feridas nas gquais a
produgdo de proteina ECM é promovida compreende a SEQ ID
NO: 8; mais preferivelmente a composicdo compreende SEQ ID
NO: 8 numa mistura heterogénea com pelo menos um outro
tetrapeptideo. Numa modalidade mais preferida, os
tetrapeptideos individuais na composigdo poderiam causar a
produgdo de colageno sustentada por um periodo de pelo
menos 48 horas.

Uma modalidade adicional da invencdo ¢é direcionada
para um método de reducdo da cicatriz da pele danificada
pelo envelhecimento normal, doenga, injaria, trauma ou por
cirurgia ou outros procedimentos médicos. O método pode
compreender a administracdo & ferida de um animal de uma
composigdo, em que a composigdo compreende qualquer um dos
peptideos acima descritos, individualmente ou em
combinag¢do. AsS composigdes podem ser um liquido, 1logao,
creme, pasta, unguento, espuma ou outra formulagao
farmaceuticamente aceitavel. AS composi¢des podem conter
veiculos ou adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis. As
composigdes podem conter outros agentes biologicamente
ativos, tais como agentes antimicrobianos ou fatores de
crescimento. As composigdes podem também ser usadas em
combinacdoc com outros agentes terapéuticos, tais como
enxertos de tecido, produtos de cultura de tecido, oxigénio
ou curativos. A concentragdo do peptideo na composigdo pode
ser de cerca de 0,01 pg/mL até cerca de 100 ug/mL, de cerca
de 0,1 pg/mL até cerca de 50 ug/mL e de cerca de 0,1 pg/mL

até cerca de 1 pg/mL. A composigdo pode ser administrada ao
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ferimento topicamente. O animal pode ser geralmente
gualquer tipo de animal, e preferivelmente & um mamifero, e
mais preferivelmente & um ser humano, vaca, cavalo, gato,
cachorro, porco, cabra ou ovelha. Uma composigdo preferida
para aplicagdes de cicatrizagdo de feridas nas quais a
producdo de proteina ECM é promovida compreende a SEQ 1ID
NO: 8; mais preferivelmente a composigdo compreende SEQ ID
NO: 8 numa mistura heterogénea com pelo menos um outro
tetrapeptideo. Numa modalidade mais preferida, os
tetrapeptideos individuais na composigdo poderiam causar a
produgdo de colageno sustentada por um periodo de pelo
menos 48 horas.

Ooutra modalidade da invencdo é direcionada para um
método de produgao dos tetrapeptideos revelados em
combinacdo. Os peptideos podem ser produzidos usando
qualgquer método conhecido pelas pessoas versadas na
técnica, tais como aqueles revelados em Merrifield, R. B.,
Solid Phase Peptide Synthesis I., J. Am. Chem. Soc. 85:
2149-2154 (1963) ; Carpino, L. A. et al., [(9-
Fluorenylmethyl)oxy] Carbonyl (Fmoc) Amino Acid Chlorides:
Synthesis, Characterization, And Application To The Rapid
Synthesis Of Short Peptides, J. Org. Chem. 37:51:3732-3734;
Merrifield, R. B. et al., Instrument For Automated
Synthesis Of Peptides, Anal. Chem. 38: 1905-1914 (1966); ou
Kent, S. B. H. et al., High Yield Chemical Synthesis Of
Biologically Active Peptides On An Automated Peptide
Synthesizer Of Novel Design, em: PEPTIDES 1984 (Ragnarsson
U., ed.) Almgvist e Wiksell Int., Estocolmo (Suécia), pp-
185-188, todos os quais sao aqui incorporados por

referéncia nas suas totalidades. Preferivelmente, os
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peptideos seréo produzidos por uma maquina capaz de efetuar
a adicdo seguencial dos aminodcidos numa cadeia peptidica
em crescimento. Entretanto, oS peptideos também podem ser
produzidos usando a metodologia da fase de solugdo padrao.

Tem sido observado dque a adicdio de uma mistura de
aminoacidos 1livres, ao invés de misturas de peptideos
homogéneas durante a sintese da cadeia peptidica, resulta
na incorporagdo variada de aminoadcidos livres, de modo que
uma combinacido de peptideos resulta das reacdes de sintese.
A frequéncia de incorporagao relativa de um aminoacido
particular incluido numa mistura de dois ou mais
aminoacidos adicionados durante a sintese pode sexr
ajustada. O ajuste é tornado possivel pela modificagdo da
proporgdo de um aminoacido livre disponibilizado durante ©
processo de sintese em relagdo aos outros aminoacidos na
mistura (isso & chamado de uma mistura isocinética) .

Os Exemplos a seguir sao incluidos para demonstrar
modalidades preferidas da invengdo. Deve ser percebido
pelas pessoas versadas na técnica que as técnicas reveladas
nos exemplos gue se seguem representam técnicas descobertas
pelo inventor para funcionar bem na pratica da invengao, e
deste modo podem Ser consideradas coOmoO constituintes de
modos preferidos para a sua pratica. Entretanto, as pessoas
versadas na técnica deveriam, a luz da presente descoberta,
perceber que muitas alteragdes podem ser feitas nas
modalidades especificas, as quais sao reveladas e ainda
obter um resultado semelhante ou similar sem sair do
espirito e escopo da invengdo. |

EXEMPLOS

Exemplo 1: Identificagdo de repetigdes de sequéncias

Exemplo 1: JG€nti’ raysr —= ——5—
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tetrapeptidicas no colageno

Uma proporgdo relativamente alta de sequUéncias de
repetigdo do tetrapeptideo de colageno IV tem & porgao GxxG
(onde x €& qualquer aminoacido) . Uma variedade dessas é
mostrada in situ como parte da sequéncia de colageno IV
completa jlustrada na Figura 1 como SEQ ID NO: 45. Colageno
Iv foi examinado primeiramente devido ao seu papel de
interagcdo com outros componentes ECM especializados (ver
Gregory Schultz et al., 2005). Existem onze sequéncias com
a porgado GxxG no colageno IV que aparecem mais de dez vezes
(GxxG, onde xx € representado por: VP, ek, fp, lp, pPpP. SP.
ep, ip, pk, ap € tp) . Dessas sequéncias de tetrapeptideos,
oito das onze sequéncias contém prolina na posigdo 3, duas
das onze sequéncias conté&m P na posigdo 2, uma das onze
sequéncias conté&m prolina nas posigdes 2 e 3, € uma das
onze seqguéncias nao contém prolina. AS sequéncias reveladas
sdo referidas como REPLIKINES™. “REPLIKINE"” é definido como
uma sequéncia curta nas proteinas ECM que ocorre varias
vezes (isto &, & replicada) . Essa sequéncia pode estar
presente numa proteina ECM (por exemplo, colageno 1IV).
preferivelmente, 2 sequéncia esta presente em maltiplas
proteinas ECM (por exemplo, todos os colagenos, elastina,
laminina, etc.). A presenga da sequéncia em varias
proteinas ECM aumenta a probabilidade de que o fragmento
possa ser capaz de promover a sintese ou reparo de ECM.

As onze sequéncias GxxG aparecendo no coldgeno IV
listadas acima sdao destacadas na seguéncia do coldgeno IV
humano ilustrada na Figura 1. Nessa figura, todas as
sequéncias em negrito estéao sublinhadas e as sequéncias que

se sobrepdem estdo duplamente sublinhadas. Todas, a excegao
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de uma dessas sequéncias, também aparecem nos colagenos I,
II, III e IV. Esse fato contribui para a capacidade dos
peptideos revelados de estimular a produgdo de todos oOs
tipos de colageno, particularmente quando os peptideos sdo
usados em combinag¢do. Tabela 1 mostra a frequéncia de
varias repetig¢des de tetrapeptideo nas proteinas ECM. As
sequéncias em negrito na Tabela 1 sdo aquelas que aparecem
no coladgeno IV dez ou mais vezes.

Tabela 1: Freqliéncia dos tetrapeptideos nas proteinas

ECM

SEQ Sequé | Colag | Colag Colag | Colag | Colag | Elast | Precu

ID ncia eno I | eno eno eno eno V | ina rsoxr

NO: IT ITT Iv da
elast
ina

19 GAAG 10 5 7 2 4 5

20 GAKG 3 4 3 5 5

21 GAPG 13 21 25 6 9

22 GDKG 2 2 4 9 3

23 GDRG 2 5 2 4 1

8 GEKG 3 5 4 22 15

5 GEPG 11 15 10 11 4

24 GERG 10 11 14 6 7

2 GFPG 4 8 6 22 5 1 1

25 GIPG 2 2 6 14 6 5 5

26 GKDG 1 4 5 2 2

27 GKPG 2 3 3 4 1

28 GLKG 2 1 1 5 4

29 GLPG 15 10 9 42 15 1 1

30 GNPG 3 5 3 2 1
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31 GPAG |16 20 20 3 6

32 GPKG | 3 11 4 12 9

7 GPPG |33 40 40 46 43

33 GPOG | 7 11 9 7 5

34 GPRG |11 13 10 4 7

35 GPSG | 10 11 5 1 5

36 GPTG | 4 3 2 2 6

37 GpvG |9 3 3 2 5

38 corc |3 4 6 12 7

39 GRDG | 4 2 3 3

40 GRPG |3 3 4 2 5

3 GSPG | 4 6 21 16 3

41 GTPG |3 4 2 11 2 B
42 GVKG |1 3 2 3 1

43 GVPG 1 3 10 1 14 15
| 44 cYPG |1 1 1 4 2

conforme ¢é evidente a partir de uma revisdo da

sequéncia de colageno IV, SEQ ID NO: 45, também ha muitas

ocorréncias das segléncias com a porgdo PxxP. POr exemplo,

a sequéncia PGPP ocorre nio menos do que quinze Vezes

conforme ilustrado na Figura 3. Conseqguentemente, e€ssa

sequéncia revelada também é referida como REPLIKINE™.

preferivelmente, essa seqguéncia estd presente em varias

proteinas ECM (por exemplo, em todos os colagenos,

elastina, laminina, etc.) uma vez que a presenca dessa

sequéncia em varias proteinas ECM aumenta a probabilidade
de que o fragmento possa ser capaz de promover a sintese ou
reparo de ECM. As guinze sequéncias PGPP aparecendo no
colageno IV 1listadas acima estdo destacadas € sublinhadas

na seguéncia do coldgeno IV humano ilustrada na Figura 3.



10

15

20

25

30

16/34

Exemplo 2: Identificagdo das mudancgas de quadro ativas

Além da proporgdo relativamente alta das sequéncias de
repeticdes de tetrapeptideo de colageno IV com a porgao
GxxG, outras sequéncias de tetrapeptideos ocorrendo numa
mudanca de gquadro de aminoacido de distdncia de uma
sequéncia de tetrapeptideo GxxG ou PxxP foram
identificadas. Essas sequéncias podem se repetir ou ocorrer
somente uma vez numa proteina ECM, e podem estar
localizadas numa posicdo de aminoacido de distédncia de uma
sequéncia de tetrapeptideo GxxG ou PxxP, conforme aqui
descrito. Essas sequéncias de tetrapeptideos sdo referidas
como mudancas de gquadro ativas. Tais mudangas de guadro
ativas podem, concordantemente, conter qualgquer um dentre G
ou P em gualguer uma dentre a segunda ou terceira posigao
dependendo da direcdo da mudanga de quadro. Foi ainda
reconhecido que as mudangas de guadro ativas podem ser
combinadas com outras sequéncias de tetrapeptideo reveladas
nesse pedido, formando uma combicina. Um exemplo de tal
combicina & HO06 e HI15.

Um exemplo de uma mudanca de quadro ativa & GAGP ou
H12 (SEQ ID NO: 6). Hl2 (GAGP) aparece um residuo (ou
estrutura) modificado do tetrapeptideo GxxG GGAG no
coldgeno III (SEQ ID NO: 46) conforme ilustrado na Figura
2. Nessa figura, todas as sequéncias de mudanca de gquadro
ativas estdio em negrito e sublinhadas e as sequéncias GxxG
ocorrendo a uma mudanga de guadro de disté&ncia estao
duplamente sublinhadas. Além disso, conforme mostrado na
Tabela 5, esse tetrapeptideo (GAGP) alcanga bons resultados
para a produgdo de colageno em 48 horas. Outro exemplo é a

sequéncia PGPR, a qual & H10 (SEQ ID NO: 4), a qual ocorre
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onze vezes nos coldgenos I - IV. Uma vez Jque ela aparece
varias vezes numa proteina ECM individual, esse
tetrapeptideo poderia ainda ser considerado uma REPLIKINE.
Figura 2 (SEQ ID NO: 46) ilustra varios exemplos desse
tetrapeptideo com cada um ocorrendo uma mudanga de guadro
do tetrapeptideo GxxG GPRG. Essa mudanca de quadro ativa
particular aparece em varias proteinas ECM e, deste modo,
aumenta a probabilidade de que © fragmento possa ser capaz
de promover a sintese ou reparo de ECM.

Exemplo 3: Identificacdo de seqguéncias repetidas que

estimulam a produgdo de colageno

Varias sequéncias identificadas nos Exemplos 1 e 2
foram sintetizadas usando gquimica peptidica padrdo e
avaliadas quanto a estimulacdo de colageno a partir de
fibroblastos dérmicos. Os peptideos sintetizados foram

amidados no C-terminal, o que tornou os tetrapeptldeos

‘menos suscetiveis a degradagdo pela protease € aumentou as

suas solubilidades em comparagao com as formas de &acido
1ivre. Fibroblastos dérmicos humanos foram incubados em
placas de 96 poOgos & 37 °C e CO, 5% por 24 e 48 horas em

150 uL de meio de cultura de células completo (Cascade

Biologics, Portland, OR; No. Cat. M-106-500), suplementado
com Suplemento de Crescimento com Pouco SOYoO (Cascade
Biologics, Portland, OR; No. Cat. S-003-10) contendo

peptideos de amostra numa concentracdo de peptideo final de
50 pg/mL. Cada pogo foi semeado com 10.000 células. Apds a
incubacdo, amostras de 100 uL de meio foram recuperadas de
cada pogo e avaliadas gquanto a produgao de colageno.

Os ensaios foram efetuados pelos laboratdédrios Tebu-bio

(Franca) usando O Kit de Ensaio de Colageno SIRCOL™
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(Biocolor Assays, Reino Unido) seguindo o protocolo do
fabricante. O Ensaio de Colageno SIRCOL™ & um método de
ligagdo a corante gquantitativo projetado para a analise de
colagenos sollveis liberados em meio de cultura por células
de mamiferos durante a cultura in vitro. O colageno das
amostras testadas se liga ao corante SIRCOL™ anidnico. Os
complexos colageno-corante precipitam para fora da solugao
e sdo peletizados por centrifugacdo. O pélete de colageno-
corante recuperado foi dissolvido numa solugao alcalina
antes das medigdes de absorvancia. Medigdes em duplicata
foram tomadas nos tempos de 24 € 48 horas a partir de duas
amostras separadas. Foi feita uma média com as quatro
medicdes para cada amostra. As absorvancias dos brancos com
reagente,_padrées de colageno e amostras foram medidas a
560 nm. A absorvancia do branco do reagente foi subtraida a
partir da absorvancia de cada amostra em 24 e 48 horas.
Dois grupos de dados separados foram usados para gerar
duas curvas de calibracdo de padroes de colagenoc. A
primeira curva de calibracdo foi gerada para propdsitos do
cdlculo da quantidade de coldageno nas amostras H6
(combinagdo das SEQ ID NOS: 1 - 4), H7-H1l4 (SEQ ID NOs: 1 -
8, respectivamente) e H15 (combinacdo das SEQ ID NOs: 5 -
8). A segunda curva de calibracdo foi gerada para calcular
a quantidade de colageno nas amostras Hle (SEQ ID NO: 9),
H21-23 (SEQ ID NOs: 10 - 12, respectivamente), H25-26 (SEQ
ID NOs: 13-14, respectivamente) ou H29-30 (SEQ ID NOs: 15 -
16, respectivamente), H32 (SEQ ID NQ: 17), H33 (combinagdo
das SEQ ID NOs: 9-12), H34 (combinagdo das SEQ ID NOs: 11 -
14), H35 (combinagao das SEQ ID NOs: 13-16), H36

(combinacdo das SEQ 1D NOs: 1, 6, 5, 8), H37 (SEQ ID NO:
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17) e H38 (SEQ ID NO: 8) a partir das medigdes de
absorvancia e foi criada pela demarcagdo da AbSsso nm dOS
padrdes de coladgeno conhecidos versus as concentragdes
respectivas dos padrdes de colageno (em microgramas) cada
vez que uma série de ensaios foi efetuada. Em relagdao a
cada grupo de dados, a mesma curva de calibracao foi usada
para as amostras tomadas nos tempos de 24 e 48 horas
(Tabelas 2A e 2B). Concordantemente, diferentes curtas de
padrdes foram preparadas imediatamente antes de efetuar
cada série de ensaios.

Tabela 2A: Curva de calibragdo para avaliar a produgédo

de colageno pelos peptideos HA-H15

Padrdes de Asgo nm Teste de 24h | Aseo nm Teste de 48h
coldgeno (pg)
0 0,00 0,00
5 0,08 0,10
10 0,11 0,15
25 0,32 0,35
50 0,66 0,65

Tabela 2B: Curva de calibragdo para ensaiar a produgédo

de coldgeno pelos peptideos H16, H21-23, H25-26 e H29-38.

Padrdes de Data de ensaio 1 Data de ensaio 2
| _colageno (ug) Asso nm Asco nm
0 0,00 0,00
5 0,12 0,09
10 0,14 0,15
25 0,48 0,42
50 0,88 0,80

Foi efetuada uma regressdo linear a partir da

demarcacdo dos valores de AbSss0 nn VEXSUS as concentracgdes
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dos respectivos padrdes de colageno usando MICROSOFT
EXCEL™. A regressdo resultou nas 1linhas descritas pela
férmula y = 0,013x para ambos Os tempos de incubagao
verificados na Tabela 2A. Uma vez que os resultados foram
idénticos, somente o periodo de tempo de 24 horas foi usado
para a segunda série de curvas de calibracdo. A férmula da
linha obtida na data de ensaio 1 e na data de ensaio 2 da
segunda série de amostras foi y = 0,0178x e y = 0,0162x,
respectivamente. O peptideo LL-37 (SEQ ID NO: 18) foi usado
como controle positivo, uma vez Jue ele foi amplamente
reportado como tendo um impacto na cura de ferimentos em
homens (Heilborn et al., The cathelicidin Anti-Microbial
Peptide LL-37 Is Involved In The Re-Epithelialization Of
Human Skin Wounds And Is Lacking In Chronic Ulcer
Epithelium, J. Invest. Dermato. 120: 379-89 (2003)). O
limite de detecgdo do ensaio definido pelo fabricante & de
2,5 ung.

A guantidade total de colageno produzida nas amostras
contendo peptideos foi calculada a partir da média dos
valores de absorvdncia tomados em 24 horas (Tabela 3A) e 48
horas (Tabela 3B) usando a equacdo linear derivada da curva
padrdo. A guantidade total de colageno produzido nas
amostras contendo os peptideos H16 (SEQ ID NO: 9), H21-23
(SEQ ID NOs: 10 - 12, respectivamente), H25-26 (SEQ ID NOs:
13-14, respectivamente) ou H29-30 (SEQ ID NOs: 15 - 16,
respectivamente), H32 (SEQ ID NQ: 17), H33 (combinag¢do das
SEQ ID NOs: 9-12), H34 (combinacdo das SEQ ID NOs: 11 -
14), H35 (combinacao das SEQ D NOs: 13-16), H36
(combinagdo das SEQ ID NOé: 1, 6, 5, 8), H37 (SEQ ID NO:

17) e H38 (SEQ ID NO: 8) foi calculada a partir dos valores
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de absorvancia tomados em 24 horas (Tabela 4A) e 48 horas

(Tabela 4B) usando a linear

equagaoc derivada da curva

padrdo. Esses valores foram comparados com o peptideo LL37
(SEQ ID NO: 18), um peptideo conhecido por estimular o

5 colageno. Em cada tabela, as amostras marcadas por um

asterisco (*) podem ndo ser significativas, uma vez que O
limite de detecg¢do do ensaio &€ de 2,5 Mg.
Tabela 3A: Medigdes de absorvidncia e gquantificagdo do

colageno nas amostras de teste H6-H15 em 24 horas.

10

SEQ ID | Peptide | Asso nm Média Média Colagen

NO: os menos o (ng)
branco

18 LL37 0,102 0,136 0,12 0,04 3,0

- H6 0,084 0,140 0,11 0,03 2,5

_1 H7 0,098 0,063 0,08 0,00 0,0*

2 H8 0,122 0,078 0,10 0,02 1,5*

3 HS 0,147 0,104 0,13 0,05 3,5

4 H10 0,103 0,146 0,12 0,04 3,4

5 H11l 0,110 0,168 0,14 0,06 4,5

6 H12 0,063 0,101 0,08 0,00 0,2*%

7 H13 0,114 0,093 0,10 0,02 1,8*

8 H1l4 0,115 0,122 0,12 0,04 3,0

- H15 0,132 0,093 0,11 0,03 2,5

- Branco 0,074 0,076 0,08 0,00 0,0

Tabela 3B: Medig¢des de absorvancia e gquantificagdo do

colageno nas amostras de teste H6-H15 em 48 horas.

SEQ ID | Peptide | Asco nm Média Média Colagen

NO: os menos o (ug)
branco

18 LL37 0,262 0,113 0,19 0,07 5,2
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- H6 0,086 0,189 0,14 0,02 1,3%
1 H7 0,192 0,189 0,19 0,07 5,4
2 H8 0,137 0,126 0,13 0,01 0,9%
3 H9 0,117 0,061 0,09 0,00 0,0%
4 H10 0,136 0,085 0,11 0,00 0,0%
5 H1l1l 0,113 0,181 0,15 0,03 2,1%
6 H12 0,106 0,231 0,17 0,05 3,7
7 H13 0,100 0,145 0,12 0,00 0,2%
8 H1l4 0,132 0,176 0,15 0,03 2,6
- H15 0,177 0,174 0,18 0,06 4,3

L: Branco 0,120 0,115 0,12 0,00 0,0

Tabela 4A: Medigdes de absorvancia e

quantificagdo do

coldageno em amostras de teste H16, H21-23, H25-26 ou H29-38
em 24 horas.
—
SEQ ID | Peptide | Aseo nm Média Média Coléagen
NO: os menos o (pg)
] branco
9 H16 0,133 0,137 0,14 0,06 3,1
10 H21 0,129 0,119 0,12 0,04 2,5
11 H22 0,192 0,085 0,14 0,06 3,3
12 H23 0,090 0,073 0,08 0,00 0,1%*
13 H25 0,129 0,076 0,10 0,02 1,3*
14 . H26 0,114 0,149 0,13 0,05 2,9
15 H29 0,111 0,063 0,09 0,01 0,4%*
16 H30 0,099 0,082 0,10 0,02 0,9%*
17 H32 0,087 0,055 0,07 -0,01 -0,5%*
(crista
is e
__’ﬂ___“_toxicid ]
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ade

celular

)
- H33 0,086 0,125 0,11 0,03 1,4%*
- H34 0,117 0,120 0,12 0,04 2,2%
- H35 0,103 0,090 0,10 0,02 0,9*
- H36 0,105 0,128 0,12 0,04 2,1%*
17 H37 0,099 0,100 0,10 0,02 1,1*
8 H38 0,103 0,159 0,13 0,05 2,9
- Branco 0,072 0,086 0,08 0,00 0,0

Tabela 4B: Medigdes de absorvéncia e gquantificagdo do
coldgeno em amostras de teste H16, H21-23, H25-26 ou H29-38

em 48 horas.

SEQ 1ID | Peptide | Aseo nm Média Média Colagen
NO: os menos o (ng)
branco

9 H1l6 0,065 0,064 0,06 0,00 0,3*
10 H21 0,089 0,126 0,11 0,05 2,9
11 H22 0,102 0,087 0,09 0,03 2,1*
12 H23 10,093 0,082 0,09 0,03 1,7*
13 H25 0,059 0,084 0,07 0,01 o,7%*
14 H26 0,081 0,153 0,12 0,06 3,5
15 H29 0,086 0,094 0,09 0,03 1,9*
16 H30 0,083 0,101 0,09 0,03 2,0*
17 H32 0,088 0,072 0,08 0,02 1,2%

(crista

is e

toxicid

ade

celular | |
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)
- H33 0,096 0,092 0,09 0,03 2,1*
- H34 0,076 0,155 0,12 0,06 3,4
- H35 0,120 0,074 0,10 0,04 2,3%*
- H36 0,154 0,082 0,12 0,06 3,6
17 H37 0,078 0,114 0,10 0,04 2,2%
8 H38 0,123 0,089 0,11 0,05 2,8
- Branco 0,106 0,0106 0,06 0,00 0,0

Devido aos tamanhos das amostras serem de 100 pL, a

concentracdo do colageno produzido em cada amostra em
microgramas por mililitro é determinada pela multiplicagdo
da quantidade de colageno detectada por dez. Os resultados
de todas as amostras testadas estdo resumidos na Tabela 5.

Tabela 5: Sintese de coldgeno induzida por peptideos.

Colageno produzido
(ng/mL)
SEQ ID | Nome Sequénci | [Peptide |24 h 48 h
NO a o]
primaria | (ung/mL)
1 HO7 PEGP 50 0 54
2 HOS8 GFPG 50 15 9
3 HO9 GSPG 50 35 0
4 H10 PGPR 50 34 0]
- HO6 H7, H8, | 50 25 13
H9, H10
(SEQ ID
NOs 1,
2, 3, 4)
5 H11 GEPG 50 45 21
6 H12 GAGP 50 2 37
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7 H13 GPPG 50 18 2
8 Hl4 GEKG 50 30 26
8 H38 GEKG 0,3 29 28
- H15 H11, 50 25 43

H12,

H13, H1l4

(SEQ ID

NOs : 5,

6, 7, 8)
9 H16 PEKP 50 31 3
10 H21 PKGP 50 25 29
11 H22 PGQP 50 33 21
12 H23 PGTP 50 1 17
13 H25 PMGP 50 13 7
14 H26 PGPP 50 29 35
15 H29 PQGP 50 4 19
16 H30 PGNP 50 9 20
17 H32 KTTKS 50 Na 12

(peptide

(@]

SEDERMA™

)
17 H37 KTTKS 0,3 11 22

(peptide

(@]

SEDERMA™

)
- H33 H16, 50 14 21

H21,

H22, H23
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(SEQ ID
NOs: 9,
10, 11,
12)
- H22, 50 22 34
H23,
H25, H26
(SEQ ID
NOs: 11,
12, 13,
14)
- H25, 50 9 23
H26,
H29, H30
(SEQ ID
NOs: 13,
14, 15,
16)
- H7, H12, |50 21 36
H11, H14
(SEQ ID
NOs: 1,
6, 5, 8)
18 LL37 LLGDFFRK [ 50 30 52
SKEKIGKE
FKRIVQRI
DFLRNLVP
RTES
Todos os tetrapeptideos testados estimularam a
produgdo de coldageno soltvel. Das sequiéncias testadas,
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tetrapeptideos GxxG com um Acido glutldmico na posigdo 2
melhor estimulam o coldgeno em ambos oOs pontos de tempo de
24 e 48 horas. Essas sequéncias s3o H1ll (GEPG; SEQ ID NO:
5), Hl4 (GEKG; SEQ ID NO: 8) e H38 (GEKG; SEQ ID NO: 8). Os
peptideos foram inicialmente varridos usando uma
concentracdo peptidica de 50 png/mL. Para avaliar a
concentracdo eficaz para estimular a produgdo de colageno,
H14 (SEQ ID NO: 8) também foi testada em 0,3 pg/mL como
H38. Conforme demonstrado na Tabela 5, a estimulagdo de
colageno induzida por H38 nio foi diminuida na concentragao
mais baixa, indicando dque a concentragao estimulatdria
maxima da SEQ ID NO: 8 esta em ou abaixo de 0,3 ug/mL.

para testar a sua eficécia, a SEQ ID NO: 8 (H14 e H38)
foi comparada com O peptideo LL37 (SEQ ID NO: 18), o qual é
conhecido por estimular a produgdo de coldgeno. Baseando-se
na quantidade de colageno 1liberada por fibroblastos em
resposta ao LL37, 25 ng/mL foi considerada uma guantidade
significativa de colageno liberada devido ac contato com um
tetrapeptideo. SEQ ID NO: 8 induziu aproximadamente a mesma
quantidade de colageno gque LL37 (SEQ ID NO: 18) em 24
horas. De um modo importante, O colageno produzido como
resultado do contato com a SEQ ID NO: 8 foi
substancialmente mantido por pelo menos 48 horas. SEQ ID
NO: 8 também foi comparada com um peptideo de cuidado de
pele principal conhecido por estimular a produgao de
colageno, KTTKS (SEQ ID NO: 17) (Katayama et. al., J. Biol.
Chem. 288: 9941-9944 (1983)). KTTKS € um ingrediente no
produto MATRIXYL™ (SEDERMA SAS, Franca) . SEQ ID NO: 8
estimulou mais a produgdo de colageno do que O peptideo

KTTKS (SEQ ID NO: 17) (Tabela 5) em 24 € 48 horas.
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Exemplo 4: Identificagdo das combinacdes de peptideos

que intensificam sinergisticamente a estimulagdo de

colageno - COMBICINAS

Populagdes heterogéneas dos tetrapeptideos ativos
podem estimular a produgdo de colageno num nivel mais
elevado do que as amostras homogéneas de tetrapeptideos. Os
componentes da composigdo heterogénea sdao chamados de
COMBICINAS™. COMBICINAS & um grupo de REPLIKINES combinadas
para produzir um efeito maior ou mais amplo em um oOu mais
tipos de células alvo. Os peptideos H11 (SEQ ID NO: 5), H12
(SEQ ID NO: 6), H13 (SEQ ID NO: 7) e H1l4 (SEQ ID NO: 8)
foram combinados até uma concentragao final de 50 ug/mL e
avaliados usando o mesmo protocolo dos peptideos
individuais. Conforme esperado, O resultado obtido no ponto
de tempo de 24 horas se€ igualou a média das pontuagdes de
inducdo individuais. A combinacdo de peptideos em 48 horas,
entretanto, induziu o colageno até um nivel de 43 pg/mL.
Surpreendentemente, esta quantidade foi muito excessiva em
relagdo a média antecipada (21 pg/mL) dos quatro peptideos
individuais (ver Tabela 5). Deste modo, combinacgdes
especificas dos peptideos podem estimular a produgdo de
colageno até um grau maior do que os peptideos individuais
na mesma concentragdo. Além disso, OS tetrapeptideos de uma
variedade de fontes ECM tais como colageno, laminina e
elastina podem produzir uma inducdo intensificada de uma
variedade de proteinas ECM (ver Tabelas 1 e 5).

Exemplo 5: Produgao de COMBICINA barata para

intensificar a estimulagdo da produgdo de colageno

O alto custo da sintese de peptideos limita a

possibilidade de produgdo de composig¢des heterogéneas dos
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peptideos biocativos. A presente invengdo abranda muito esta
limitagao. Devido ao fato das sequéncias atualmente
reveladas terem atributos comuns (por exemplo, uma glicina
ou prolina em ambos os terminais), uma faixa de
tetrapeptideos variados nas posigdes 2 e 3 podem ser
sintetizados numa anica série de produgdo. Os peptideos

sintéticos podem ser feitos por qualquer método conhecido

na técnica. (Benoiton, N., Chemistry of Peptide Synthesis,
CRC (2005)). Durante a produgdo dos peptideos, misturas de
aminoacidos sao adicionadas ao invés das amostras
homogéneas. A quimica para determinar as proporgdes

corretas das concentragdes de aminodcidos adicionados nas
posi¢des misturadas para obter a proporgdo desejada dos
peptideos resultantes foi anteriormente descrita (Greenbaum
et al., Molecular and cellular Proteomics 1: 60-68, 2002;
Krstenansky et al., Letters in Drug Design and Discovery 1:
6-13, 2004; ambas as referéncias sdo aqui incorporadas na
sua totalidade). Usando esta metodologia, uma biblioteca de
peptideos heterogéneos pode ser feita por aproximadamente O
mesmo custo da sintese de um peptideo.

A aplicagdo deste processo de produgdo permite a
produgao barata de combicinas bioativas. Isso é
possibilitado pela composigdo UGnica dos tetrapeptideos
revelados. As misturas de tetrapeptideos s8o mais bem
adequadas para incorporagdo em formulacdes de uso todpico do
gque os peptideos mais longos. Devido ao seu comprimento, OS
tetrapeptideos tém vantagens ©praticas e quimicas em
peptideos mais longos, incluindo os seguintes: incorporagdo
mais facil e dissolugdo em formulagdes, maior

permeabilidade na pele e nos poros € maiores rendimentos de
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producdo com métodos mais faceis de produzir combinag¢des de

peptideos. Embora ndo seja requerido, as formulagdes ideais

dos tetrapeptideos, individualmente ou em combinagdo, sao

formulacdes gque mantém uma significativa produgdo de

colageno em 24 horas por até 48 horas. Mais

preferivelmente, as formulacdes poderiam induzir a sintese

de ECM por todo o periodo de 48 horas, de modo gue mais

colageno seja produzido por 48 horas do gque em 24 horas.

Embora dentro do escopo da atual invengao, os

tetrapeptideos gque promovem a produgdo de proteinas ECM em
24 horas, porém apresentam produgdo diminuida em 48 horas,
s3o menos favorecidos. Sob esse aspecto, Tabela 6 mostra oOs
resultados dos peptideos atualmente revelados. Os peptideos

preferidos estdo em negrito.

Tabela 6: Peptideos revelados
SEQ ID | Peptide | Coldgen | Colagen Liberac | Aumento | Redugdo
NO oS o o ao na na
liberad | liberad | signifi | liberag liberag
o o cativa ao de | do de
(pg/mL) | (pg/mL) | de colagen | colagen
24 h 48 h coldgen |0 em 48 |0 em 48
oem 24 |h v. 24 |h v. 24
h e 48 | h h
h
18 LL37 30 52 vV V
- H6 25 13
1 H7 0 54 v
2 HS8 15 9
3 H9 35 0
4 H10 34 0 V
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5 H11l 45 21 v
6 H12 2 37 V
7 H13 18 2
8 H14 30 26 v
8 H38 29 28 v
- H15 25 43 v \
9 H16 31 3 v
10 H21 25 29 )
11 H22 33 21 N
12 H23 1 17 V
13 H25 13 7 N
14 H26 29 35 <
15 H29 4 19
16 H30 9 20 V
17 H32 NA 12

(crista

is e

toxicid

ade

celular

)
17 H37 11 22 N
- H33 14 21 %
- ‘H34 22 34 v
- H35 9 23 \
- H36 21 36 V

Exemplo 6: Estimuladores de coladgeno também servem

como moléculas multiefetoras intensificando o fechamento

das feridas das células epiteliais da pele
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Colagenos sdo componentes chave de todas as fases da
cicatrizacd3o de feridas. A estimulagdo da produgdao de
colageno reflete que o dano ocorreu 3 rede de colageno (por
exemplo, por enzimas ou destruigdo fisica). Realmente, o
colapso total da rede de colageno de fato faz com que a
cicatrizacdo ocorra. Consegquentemente, um estimulador de
coldgeno também pode sServir COmO uma molécula multiefetora
orquestrando certa remodelagem da matriz e intensificando a
cicatrizacdo de feridas.

Experimentos de cicatrizacgdo de feridas foram
efetuados em monocamadas das células epiteliais da pele
humana (CRL-2592) plagueadas em placas de 12 pog¢os. As
células foram privadas de soro por 24 horas antes da
experimentagdo. As monocamadas confluentes de CRL-2592
foram feridas usando uma ponta de pipeta P200 (200 upL) . As
feridas foram lavadas e documentadas por fotografia antes
do tratamento com peptideo. Os peptideocs foram adicionados
até uma concentracdo final de 20 a 40 pg/mL. As células
foram mantidas num incubador a 37 °C, CO, 5% e 92% de
umidade, exceto guando as imagens foram sendo capturadas
por um curto periodo em temperatura ambiente. O fechamento
da ferida foi acompanhado nos pontos de tempo de 6 horas €
10 horas. Feridas tratadas com PBS foram usadas cCcomoO
controles negativos para propdsitos de comparagao.

Tabela 7: Efeito dos peptideos no fechamento de

feridas epiteliais da pele humana in vitro

0 h 6 h 10 h
Composto | Tamanho Tamanho % de | Tamanho % de
W* W fechamen | W fechamen

to to
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PBS-1 36 29 19,40% 21 41,70%
PBS-2 52 42 19,20% 30 42,30%
SEQ ID | 25 12 52% 2,75 89%
NO: 14

SEQ ID | 48 39 19% 30 37,50%
NO: 5

Tamanho W*: Tamanho da ferida (arbitrario)

0 fechamento da ferida da monocamada in vitro & um

resultado da migragdo celular, a qual é importante em
muitos processos bioldgicos tais como embriogénese,
angiogénese, reagdes inflamatérias e reparc de feridas.

Esses processos sdo considerados como sendo regulados pelas
interacdes com outras células, citocinas e proteinas ECM.
conforme demonstrado na Tabela 7, SEQ ID NO: 14 induz
significativamente O fechamento de feridas em comparagao
com os efeitos do PBS sozinho. Tal atividade é peptideo-
especifica, assim COmO especifica do tipo celular, uma vez
que SEQ ID NO: 14 ndo induz o fechamento de ferida numa
monocamada de fibroblasto de pele humana (dados nao
apresentados) . SEQ ID NO: 5 também é uma indutora de
colageno, porém nao intensifica o fechamento de feridas ou
a migracdo de células epiteliais até qualquer grande
extensio em comparagdo com OS efeitos do PBS sozinho. O
fato de que a SEQ ID NO: 14 induziu a migragdo celular ou O
fechamento de feridas de um modo especifico para as células
epiteliais da pele (isto é, ndo recruta Os fibroblastos)
pode adicionar uma vantagem para o uso deste peptideo para
cuidados dev pele, uma Vvez gue se acredita que O

recrutamento de grandes quantidades de fibroblastos ativos
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num sitio ferido resulte numa deposigdo excessiva e
contragdo do tecido resultando em cicatrizagdo.

Todas as composigdes ou métodos revelados e
reivindicados aqui podem ser feitos e executados sem
experimentagdo demasiada a luz da presente descoberta.
Enquanto as composig¢des e métodos da invencdo foram
descritos em termos das modalidades preferidas, sera
aparente para as pessoas versadas na técnica gue variagdes
podem ser aplicadas as composi¢des e/ou métodos € 1noS
passos ou na sequéncia de passos dos métodos aqui descritos
sem sair do conceito, espirito e eséopo da invencdo. Mais
especificamente, serd aparente que certos agentes, 0S quais
sdo tanto quimicamente guanto fisiologicamente relacionados
podem ser substituidos para oOs agentes aqui descritos,
engquanto Os mesmos resultados ou similares poderiam ser
alcancados. Todos os tais substitutos e modificagdes
similares aparentes para as pessoas versadas na técnica sao
considerados como estando dentro do espirito, escopo €

conceito da invengao.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

Harris, Scott M.
Falla, Timothy J.

Zhang, Lijuan

FRAGMENTOS DE PEPTIDEOS PARA INDUZIR A SINTESE DE PROTEINAS

DA MATRIZ EXTRACELULAR

Synthetic Peptide = Peptideo Sintético
<130> 11181.0034.00PCOO

<150> US 60/813,284
<151> 2006-06-13

<160> 46

<170> PatentIn version 3.4
<210> 1

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Peptide H7

<400> 1

Pro Glu Gly Pro

1
<210> 2
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Peptide HS8

<400> 2

Gly Phe Pro Gly

1
<210> 3
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Peptide H9

<400> 3

Gly Ser Pro Gly
1.

<210> 4
<211> 4



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2/21

PRT
Axrtificial

Synthetic Peptide H10

4

Pro Gly Pro Arxg

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide H1ll

5

Gly Glu Pro Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide H12

6

Gly Ala Gly Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

7

4

PRT
Artificial

Synthetic peptide H13

7

Gly Pro Pro Gly .

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8

q

PRT
Artificial

Ssynthetic pPeptide H14

8
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Gly Glu Lys Gly

1
<210> 9
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Peptide H1l6

<400> 9

Pro Glu Lys Pro

1
<210> 10
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Peptide H21

<400> 10

Pro Lys Gly Pxo
1

<210> 11

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Peptide H22

<400> 11

Pro Gly Gln Pro

1
<210> 12
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic pPeptide H23

<400> 12

Pro Gly Thr Pro

1
<210> 13
<211l> 4

<212> PRT



<213>

<220>
<223>

<400>

Artificial

Synthetic Peptide H25

13

Pro Met Gly Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide H26

14

Pro Gly Pro Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

q

PRT
Artificial

Syntheti¢ Peptide H2S

15

Pro Gln Gly Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide H30

16

Pro Gly Asn Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

5

PRT
Artificial

Synthetic peptide H32

17

4/21
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Lys Thr Thr Lys Ser

1 5
<210> 18
<211> 36

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Peptide LL37

<400> 18

Leu Leu Gly Asp Phe Phe Arg Lys Ser Lys Glu Lys Ile Gly Lys Glu

1 5 10 15
Phe Lys Arg Ile Val Gln Arg Ile Asp Phe Leu Arg Asn Leu Vval Pro
20 25 30
Arg Thr Glu Ser
35
<210> 19
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Peptide

<400> 19

Gly Ala Ala Gly

1
<210> 20
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Peptide

<400> 20

Gly Ala Lys Gly

1
<210> 21
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Peptide

<400> 21

Gly Ala Pro Gly



1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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22

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide

22

Gly Asp Lys Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide

23

Gly Asp Arg Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

24

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide

24

Gly Glu Arg Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

25

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide

25

Gly Ile Pro Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

26

4

PRT
Artificial
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<220>
<223> Synthetic Peptide

<400> 26

Gly Lys Asp Gly

1
<210> 27
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220> )
<223> Synthetic Peptide

<400> 27

Gly Lys Pro Gly

1
<210> 28
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220> .
<223> Synthetic Peptide

<400> 28

Gly Leu Lys Gly

1
<210> 22
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Peptide

<400> 29

Gly Leu Pro Gly

1
<210> 30
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Peptide

<400> 30

Gly Asn Pro Gly
1



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

31

4

PRT
Artificial

synthetic Peptide

31

Gly Pro Ala Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide

32

Gly Pro Lys Gly

L

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide

33

Gly Pro Gln Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide

34

Gly Pro Arg Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

35

4

PRT
artificial

8/21



<223> Synthetic Peptide
<400> 35

Gly Pro Sexr Gly
1

<210> 36

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Synthetic Peptide
<400> 36

Gly Pro Thr Gly

1

<210> 37

<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Synthetic Peptide
<400> 37

Gly Pro Val Gly

1

<210> 38

<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Synthetic Peptide

<400> 38

Gly Gin Pro Gly
1

<210> 39

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
«223> Synthetic Peptide

<400> 39

Gly Axrg Asp Gly
1

9/21



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide

40

Gly Arg Pro Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

a1

q

PRT
Artificial

Synthetic Peptide

41

Gly Thr Pro Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

42

4

PRT
Artificial

Synthetic Peptide

42

Gly Val Lys Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

43

4

PRT
Artificial

Synthetic peptide

43

Gly Val Pro Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

44

q

PRT
Artificial

Synthetic Peptide

10/21
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<400> 44

Gly Tyr Pro Gly
1

<210> 45

<211> 1669

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

Met Gly Pro Arg Leu Ser Val Trp Leu Leu Leu Leu Pro Ala Ala Leu
1 5 10 15

L.eu Leu His Glu Glu His Ser Arg Ala Ala Ala Lys Gly Gly Cys ala
20 25 30

Gly Ser Gly Cys Gly Lys Cys Asp Cys His Gly Val Lys Gly Gln Lys
35 40 45

Gly Glu Arg. Gly Leu Pro Gly Leu Gln Gly Val Ile Gly Phe Pro Gly.
50 55 60

Met Gln Gly Pro Glu Gly Pro Gln Gly Pro Prxro Gly Gln Lys Gly Asp
65 70 75 80

Thr Gly Glu Pro Gly Leu Pro Gly Thr Lys Gly Thr Arg Gly Pro Pro
85 90 95

Gly Ala Ser Gly Tyr Pro Gly Asn Pro Gly Leu Pro Gly Ile Pro Gly
100 105 110

Gln Asp Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Ile Pro Gly Cys Asn Gly Thr
115 120 125

Lys Gly Glu Axrg Gly Pro Leu Gly Pro Pro Gly Leu Pro Gly Phe Ala
130 135 140

Gly Asn Pro Gly Pro Pro Gly Leu Pro Gly Met Lys Gly Asp Pro Gly
145 150 155 160

Glu Ile Leu Gly His Val Pro Gly Met Leu Leu Lys Gly Glu Arg Gly
' 165 170 175

Phe Pro Gly Ile Pro Gly Thr Pro Gly Pro Pro Gly Leu Pro Gly Leu
180 185 190

Gln Gly Pro Val Gly Pro Pro Gly Phe Thr Gly Pro Pro Gly Pro Pro
195 200 205

Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Glu Lys Gly Gln Met Gly Leu Ser Phe
210 215 220

Gln Gly Pro Lys Gly Asp Lys Gly Asp Gln Gly Val Ser Gly Pro Pro
225 230 235 240

Gly Val Pro Gly Gln Ala Gln Val Gln Glu Lys Gly Asp Phe Ala Thr



Lys

Gly

Pro

Gly

305

Glu

Thr

Gly

Gln

Gly

385

Thr

Gly

Glu

Gly

Glu

465

Pro

LlyS

Gly

Glu

Asp
545

Gly

val

Gly

290

Glu

Lys

Gly

Pro

Pro

370

Phe

Ser

Ser

Cys

Gin

450

Ser

Gln

Gly

Pro
530

Pro

Glu

Gly
275
Lys
Pro
Gly
Pro
Axg
355
Gly
Pro
Leu
Pro
Gln
435
Pro
Cys
Gly
Asp
Gln
515

Gly

Gly

Lys
260
Glu
Asp
Gly
Glu
Leu
340
Gly
Pro
Gly
Pro
Gly
420
Pro
Gly
Leu
Prxo
Arg
500
Gly

Gly

Phe

245

Gly

Lys

Gly

Tyx

Ala

325

Gly

Glu

Pro

Glu

Gly

405

Pro

Gly

Phe

Ile

Pro

485

Gly

Thr

Phe

Pro

Gln

Gly

Asp

Pro

310

Gly

Glu

Pro

Gly

Arqg

390

Pro

Pro

Pro

Ile

Cys

470

Gly

Leu

Pro

Tyr

Gly
550

Lys

Glu

Lys

295

Gly

Pro

Lys

Gly

Leu

375

Gly

Ser

Gly

Pro

Gly

455

Asp

Glu

Pro

Gly

Phe

535

Gln
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Gly
Pro
280
Gly
Leu
Pro
Gly
Pro
360
Pro
Glu
Gly
Glin
Gly
440
Glu
Ile
Ile
Gly
Leu
520

Asp

Pro

Glu

265

Gly

Glu

Ile

Gly

Glu

345

Lys

val

Lys

Arg

Pro

425

Asp

Ile

AsSp

Gly

Arg

505

Ile

Leu

Gly

250

Pro

Lys

Lys

Gly

Pro

330

Arg

Gly

Pro

Gly

Asp

410

Gly

Gln

Gly

Gly

Phe

490

Asp

Gly

Arxg

Met

Gly

Pro

Gly

Arg

315

Pro

Gly

Phe

Gly

Asp

395

Gly

Tyx

Gly

Glu

Tyx

475

Pro

Gly

Gln

Leu

Pro
555

Phe

Gly

Ser

300

Gln

Gly

Tyxr

Pro

Gln

380

Arg

Leu

Thr

Pro

Lys

460

Arg

Gly

Val

Pro

Lys

540

Gly

Gln

Pro
285
Pro
Gly
Ile
Pro
Gly
365
Ala
Gly
Pro
Asn
Pro
445
Gly
Gly
Gln
Ala
Gly
525

Gly

Arg

Gly

270

Arg

Gly

Pro

val

Gly

350

Leu

Gly

Phe

Gly

Gly

43

Gly

Gln

Pro

Pro

Gly

510

Ala

Asp

Ala

255

Met

Gly

Phe

Gln

Ile

335

Thr

Pro

Ala

Pro

Pro

415

Ile

Ile

Lys

Pro

Gly

495

Val

Lys

Lys

Gly

Pro

Lys

Pro

Gly

320

Gly

Gly

Pro

Gly

400

Pro

Val

Pro

Gly

Gly

480

Ala

Pro

Gly

Gly

Ser
560



Pro

Gly

Phe

Gly

Gly

625

Ile

Pro

Gly

Ile

Gly

705

Leu

Gly

Thr

His

Gly

785

Ile

Gly

Phe

Gly

Gln
865

Gly

Ser

Pro

Pro

610

Pro

val

Gly

Arg

Gly

690

Asp

Pro

Leu

Prc

Gly

770

Pro

Gly

Leu

Pro

Leu

850

Gln

Arg

Val

Gly

595

Ala

Gly

Pro

Phe

Pro

675

Phe

Met

Gly

Pro

Gly

755

Ala

Pro

Pro

Ser

Gly

835

Pro

Gly

Asp

Gly

580

Ser

Gly

Serxr

Leu

Pro

660

Gly

Pro

Gly

Asn

Gly

740

Glu

Ile

Gly

Pro

Gly

820

Leu

Gly

Ala

Gly
565
Leu
Arg
Pro
Pro
Pro

645

Gly

Gly

Pro

Pro

725

Leu

Lys

Gly

Leu

Gly

805

Pro

Asp

Ile

Pro

His

Lys

Gly

Ile

Gly

630

Gly

Pro

Pro

Pro

Pxo

710

Gly

Lys

Gly

Pro

Pro

790

Ala

Pro

Met

Thr

Gly
870

Pro
Gly
Asp
Gly
615
Leu
Pro
Gln
Gly
Pro
695
Gly
val
Gly
Ser
Pro
775
Gly
Arg
Gly

Pro

Gly
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Gly

Glu

Thr

600

Asp

Pro

Pro

Gly

Glu

680

Gly

Thr

Gln

Leu

Ile

760

Gly

Ser

Gly

Ile

Gly
840

Gln

855

Ile

Pro

Leu
Arg
585
Gly
Lys
Gly
Gly
Asp
665

Lys

Pro

Gly

Pro

745

Gly

Leu

val

Pro

Lys

825

Pro

Ser

Gly

Pro
570
Gly
Pro
Gly
Pro
Ala
650
Axrg
Gly
Lys
Gly
Gln
730
Gly
vVal
Gln
Gly
Pro
810
Gly
Lys

Gly

Phe

Gly

Pro

Pro

Gln

Lys

635

Glu

Gly

Ala

Gly

Arg

715

Lys

Leu

Pro

Gly

Ser

795

Gly

Glu

Gly

Leu

Pro
875

Pro
Pro
Gly
Ala
620
Gly
Gly
Phe
val
val
700
Pro
Gly
Pro
Gly
Ile
780
Pro
Gly
Lys
Asp
Pro

860

Gly

Lys

Gly

Pro

605

Gly

Glu

Leu

Pro

Gly

685

Gly

Glu

Gly

val

765

Arg

Gly

Gln

Gly

Lys

845

Gly

Ser

Gly

Gly

590

Pro

Phe

Pro

Pro

Gly

670

Gln

Gly

Phe

Pro

Ile

750

Pro

Gly

val

Gly

Phe

830

Gly

Leu

Lys

Ser

575

vVal

Gly

Pro

Gly

Gly

655

Thr

Pro

Leu

Asn

Gly

735

Pro

Gly

Glu

Pro

Pro

815

Pro

Ala

Pro

Gly

Pro

Gly

Tyr

Gly

Lys

640

Ser

Pro

Gly

Pro

Gly

720

val

Gly

Glu

Pro

Gly

800

Pro

Gly

Gln

Gly

Glu
880
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Met Gly Val Met Gly Thr Pro Gly Gln Pro Gly Ser Pro Gly Pro Val
885 890 895

Gly Ala Pro Gly Leu Pro Gly Glu Lys Gly Asp His Gly Phe Pro Gly
300 905 910

Ser Ser Gly Pro Arg Gly Asp Pro Gly Leu Lys Gly Asp Lys Gly Asp
915 920 925

val Gly Leu Pro Gly Lys Pro Gly Ser Met Asp Lys Val Asp Met Gly
930 935 940

Ser Met Lys Gly Gln Lys Gly Asp Gln Gly Glu Lys Gly Gln Ile Gly
945 850 955 960

Pro Ile Gly Glu Lys Gly Ser Arg Gly Asp Pro Gly Thr Pro Gly val
965 970 975

Pro Gly Lys Asp Gly Gln Ala Gly Gln Pro Gly Gln Pro Gly Pro Lys
980 985 990

Gly Asp Pro Gly Ile Ser Gly Thr Pro Gly Ala Pro Gly Leu Pro Gly
995 1000 1005

Pro Lys Gly Ser Val Gly Gly Met Gly Leu Pro Gly Thr Pro Gly
1010 1015 1020

Glu Lys Gly Val Pro Gly Ile Pro Gly Pro Gln Gly Ser Pro Gly
1025 1030 1035

Leu Pro Gly Asp Lys Gly Ala Lys Gly Glu Lys Gly Gln Ala Gly
1040 1045 1050

Pro Pro Gly Ile Gly Ile Pro Gly Leu Arg Gly Glu Lys Gly Asp
1055 1060 1065

Gln Gly Ile Ala Gly Phe Pro Gly Ser Pro Gly Glu Lys Gly Glu
1070 1075 1080

Lys Gly Ser Ile Gly Ile Pro Gly Met Pro Gly Ser Pro Gly Leu
1085 1090 1095

Lys Gly Ser Pro Gly Ser val Gly Tyr Pro Gly Ser Pro Gly Leu
1100 1105 1110

Pro Gly Glu Lys Gly Asp LyS Gly Leu Pro Gly Leu Asp Gly Ile
1115 1120 1125

Pro Gly Val Lys Gly Glu Ala Gly Leu Pro Gly Thr Pro Gly Pro
1130 1135 1140

Thr Gly Pro Ala Gly Gln Lys Gly Glu Pro Gly Ser Asp Gly Ile
1145 1150 1155

Pro Gly Ser Ala Gly Glu Lys Gly Glu Pro Gly Leu Pro Gly Arg
1160 1165 1170

Gly Phe Pro Gly Phe Pro Gly Ala Lys Gly Asp Lys Gly Ser Lys



Gly

Gly

Gly

Pro

Leu

Val

Val

Ile

Pro

Leu

Ala

Ile

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

His

Gln

1175

Glu
11380

Ser
1205

Gln
1220

Lys
1235

Pro
1250

Lys
1265

Pro
1280

Gly
1295

Pro
1310

Gln
1325

Lys
1340

Ile
1355

Leu
1370

Val
1385

Phe
1400

Pro
1415

Leu
1430

Gly
1445

Cys
1460

vVal

Lys

Pro

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Lys

Lys

Thr

Asp

Thr

Pro

Phe

Pro

Gly

Gly

Gly

Asp

Pro

Asp

Pro

Ser

Val

Ile

Leu

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Leu

Ser

Phe

Glu

Leu

Arg

Met

Lys

Lys

Pro

Pro

Lys

Pro

Glu

Leu

Leu

Ala

Pro

Ser

val

Gly

Pro
Gln
Pro
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Pro
Gln
Val
Pro
Arg
Met
Thr

Thr

1180

Gly
1195

Gly
1210

Gly
1225

Pro
1240

Pro
1255

Asn
1270

Asp
1285

Ile
1300

Phe
1315

Asp
1330

Pro
1345

Gly
1360

Gly
1375

Gly
1390

Gly
1405

Gly
1420

Gly
1435

Arg
1450

Lys
1465
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Leu

Phe

Ser

Gln

Pro

Pro

Pro

Thr

Gln

Gln

Pro

Leu

Leu

Ile

Gln

Phe

Pro

His

Ile

Ala

Met

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

Pro

Pro

Lys

Pro

Pro

Ser

Leu

Gly

Gly

Gly

Gln

Leu

Trp

Phe

Ser

Pro

Asp

Pro

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gln

TYyx

Serxr

Pro

His

Pro

Pro

Pro

Gln

-Lys

Lys

Gln

Pro

Pro

Pro

Pro

Glu

Pro

Thr

Thr

His

1185

Pro
1200

Pro
1215

Ala
1230

Gly
1245

Gly
1260

Gly
1275

Gly
1290

Gly
1305

Gly
1320

Gly
1335

Gly
1350
Glu
1365

Lys
1380

Pro
1395

Met
1410

Pro
1425

Pro
1440

Ile
1455

Gly
1470

Gly

Gly

Leu

Ile

Ala

Met

Asp

Leu

vVal

Pro

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Asp

Tyr

Ile

Pro

Glu

Pro

Asp

Pro

Pro

Met

Pro

Pro

Tyxr

Pro

Gln

Ile

Pro

Pro

val

Asp

Ser

Pro

Gln

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Asp

Pro

Gln

Pro

Ala

Asp.

Asp

Pro

Leu



Leu

Thr

Phe

Tyr

Ala

Ala

Thr

Ile

Ser

Axrg

Tyr

Ser

Glu

Thr

Tyr
1475

Ala
1490

Cys
1505

Ser
1520

Pro
1535

val
1550

Ile
1565

Gly
1580

Gly
1595

Ser
1610

Tyr
1625

Glu
1640

Leu
1655

<210> 4
<211> 1
<212> P
<213> H

<400> 4

Met

1

His

Ser

Pro

Met

Pro

His

Cys

val
Gly
Asn
Tyr
Ile
Cys
Gln
Tyr
Gln
Ala
Ala
Met

Arg

6
466
RT
omo
6

Ser
Thr
Leu

35

Gln

Gln

Ser

Ile

Trp

Thx

Glu

Ile

Ser

Ala

Asn

Phe

Thr

sapi

Phe
Ile
20

Gly

Ile

Gly

Cys

Asn

Leu

Gly

Ala

Pro

Phe

Leu

Phe

Ala

Lys

His

ens

val

Ile

Gln

Cys

Asn

Leu

Asn

Ser

Glu

Pro

Pro

val

Ala

Ile

Tyxr

val

Gln

Leu

Ser

Val

Glu
1480

Arg
1495

Val
1510

Thr
1525

Asn
1540

Ala
1555

Cys
1570

Met
1585

Serx
1600

Glu
1615

Ser
1630

Pro
1645

Ser
1660
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Arg

Lys

Cys

Pro

Ile

Met

Pro

His

Pro

Cys

Phe

Thr

Axrg

Lys Gly Se

Ala

Gln Gl

25

Tyr Ala AS
40

Cys Asp Se

Ala

Phe

Asn

Glu

Arg

val

ser

Thr

Gly

Ris

Trp

Pro

Cys

r Trp Leu

10

n Glu Ala
p Arg AsSp

r Gly Ser

His

Ser

Phe

Pro

Pro

Met

Gly

Ser

Ser

Gly

Leu

Ser

Gln

Gly

Thxr

Ala

Met

Phe

Ala

Trp

Ala

Cys

Arg

Ala

Thr

vVal

Gln
1485

Met
1500

Ser
1515

Pro
1530

Ile
1545

val
1560

Ser
1575
Gly
1590

Leu
1605

Gly
1620

Thr
1635

Leu
1650

Cys
1665

Leu Ley

Val Glu

val Trp

45

Val Leu

Asp

Pro

Arg

Met

Serxr

His

Ser

Ala

Glu

Thr

Ile

Lys

Met

Ala
Gly
30

Lys

Cys

Leu

Phe

Asn

Ser

Arg

Ser

Leu

Glu

Glu

Cys

Glu

Ala

Arg

Leu
15
Gly

Pro

Asp

Gly

Leu

Asp

Met

Cys

Gln

Trp

Gly

Phe

Asn

Arg

Gly

Arg

Leu

Cys

Glu

Asp



Ile

65

Phe

Arg

Pro

Pro

Pro

145

LysS

Gly

Ser

Ala

Gly

225

Glu

Pro

Gly

Leu

Pro

305

Gly

Pro

Val

50

Ile

Gly

Pro

Pro

Gly

130

Thr

Ser

Pro

Pro

Gly

210

Pro

Arg

Gly

Glu

Pro

290

Gly

Asn

Pro

Gly

Cys

Glu

Pro

Gly

115

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly

195

Pro

Ala

Gly

Phe

Lys

275

Gly

Glu

Asp

Gly

Pro
355

Asp

Cys

Asn

100

Ile

Pro

Pro

Val

Gly

180

Ser

Ser

Gly

Leu

Pro

260

Gly

Glu

Arg

Gly

Thr

340

Ala

Asp

Cys

85

Gly

Pro

Gly

Gln

Ala

165

Pro

Pro

Gly

Lys

Pro

245

Gly

Glu

Asn

Gly

Ala

325

Ala

Gly

Gln

70

Ala

Gln

Gly

Ser

Asn

150

val

Pro

Gly

Pro

Asp

230

Gly

Met

Thr

Gly

Arg

310

Arg

Gly

Ser

55

Glu

val

Gly

Arg

Pro

135

Tyx

Gly

Gly

Tyr

Pro

215

Gly

Pro

Lys

Gly

Ala

295

Pro

Gly

Phe

Pro
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Leu

Cys

Pro

Asn

120

Gly

Ser

Gly

Pro

Gln

200

Gly

Glu

Pro

Gly

Ala

280

Pro

Gly

Ser

Pro

Gly
360

Asp

Pro

Gln

105

Gly

Pro

Pro

Leu

Pro

185

Gly

Pro

Ser

Gly

His

265

Pro

Gly

Leu

Asp

Gly

345

Ser

Cys

Gln

90

Gly

Asp

Pro

Gln

Ala

170

Gly

Pro

Pro

Gly

Ile

250

Arg

Gly

Pro

Pro

Gly

330

Ser

Asn

Pro
75

Pro
Pro
Pro
Gly
Tyr
155
Gly
Thr

Pro

Gly

Leu
Met
Gly
315
Gln

Pro

Gly

60

Asn
Pro
Lys
Gly
Iie
140
Asp
Tyxr
Ser
Gly
Ala
220
Pro
Gly
Phe
Lys
Gly
300
Ala
Pro

Gly

Ala

Pro

Thr

Gly

Ile

125

Cys

Ser

Pro

Gly

Glu

205

Ile

Gly

Pro

Asp

Gly

285

Pro

Ala

Gly

Ala

Pro
365

Glu
Ala
Asp
110
Pro
Glu
Tyr
Gly
His
190
Pro
Gly
Arg
Ala
Gly
270
Glu
Arg
Gly
Pro
Lys

350

Gly

Ile

Pro

95

Pro

Gly

Serxr

Asp

Pro

175

Pro

Gly

Pro

Pro

Gly

255

Axg

Asn

Gly

Ala

Pro

335

Gly

Gln

Pro

80

Thr

Gly

Gln

Cys

vVal

160

Ala

Gly

Gln

Ser

Gly

240

Ile

Asn

Gly

Ala

Arg

320

Gly

Glu

Arg



Gly

Pro

385

Ala

Gly

Glu

Arg

Gly

465

Ala

Asn

Gly

val

Pro

545

Gly

Val

Asn

Gly

Pro

625

Gln

Gly

Gly

Glu

370

Pro

Gly

Pro

Pro

Gly

450

Lys

Ala

Gly

Pro

Pro

530

Axrg

Met

Gly

Lys

610

Gly

Gly

Glu

Lys

Pro

Gly

Ile

Ala

Gly

435

Glu

Asp

Gly

Ile

Ala

515

Gly

Ser

Pro

Gly

Glu

595

Asn

Gly

Leu

Pro

Gly
675

Gly

Ile

Pro

Gly

420

Lys

Ala

Gly

Glu

Pro

500

Gly

Gly

Asp

Gly

Phe

580

Axrg

Gly

Asp

Pro

Gly

660

Asp

Pro

Asn

Gly

405

Ala

Asn

Gly

Sex

Axg
485

Gly

Pro

Pro

Gly

Pro

565

Pro

Gly

Glu

Lys

Gly

645

Pro

Ala

Gln
Gly
390
Ala
Asn
Gly
Ile
Pro
470
Gly
Glu
Arg
Gly
Lys
550
Pro
Gly
Gly
Thr
Gly
630
Thr

Lys

Gly

Gly

375

Sexr

Pro

Gly

Ala

Pro

455

Gly

Ala

Lys

Gly

Met

535

Pro

Gly

Pro

Pro

Gly

615

Asp

Gly

Gly

Ala
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His

Pro

Gly

Ala

Lys

440

Gly

Glu

Pro

Gly

Ala

520

Arg

Gly

Pro

Lys

Gly

600

Pro

Thr

Gly

Asp

Pro
680

Ala

Gly

Leu

Pro

425

Gly

val

Pro

Gly

Pro

505

Ala

Gly

Pro

Ser

Gly

585

Gly

Gln

Gly

Pro

Ala

665

Gly

Gly

Gly

Met

410

Gly

Glu

Pro

Gly

Phe

480

Ala

Gly

Met

Pro

Gly

570

Asn

Pro

Gly

Pro

Pro

650

Gly

Glu

Ala

Lys

395

Gly

Leu

Pro

Gly

Ala

475

Arg

Gly

Glu

Pro

Gly

555

Pro

Asp

Gly

Pro

Pro

635

Gly

Ala

Arg

Gln

380

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

460

Asn

Gly

Glu

Pro

Gly

540

Ser

Arg

Gly

Pro

Pro

620

Gly

Glu

Pro

Gly

Gly
Glu
Axrg
Gly
Pro
445
Lys
Gly
Pro
Axrg
Gly
525
Ser
Gln
Gly
Ala
Gln
605
Gly
Pro
Asn

Gly

Pro
085

Pro
Met
Gly
Gly
430
Arg
Gly
Leu
Ala
Gly
510
Arg
Pro
Gly
Gln
Pro
580
Gly
Pro
Gln
Gly
Ala

670

Pro

Pro

Gly

Pro

415

Ala

Gly

Glyg

Pro

Gly
495
Ala
Asp
Gly
Glu
Pro
575
Gly
Pro
Thxr
Gly
Lys
655

Pro

Gly

Gly

Pro

400

Pro

Gly

Glu

Asp

Gly

480

Pro

Pro

Gly

Gly

Ser

560

Gly

Lys

Pro

Gly

Leu

640

Pro

Gly

Leu
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Ala Gly Ala Pro Gly Leu Arg Gly Gly Ala Gly Pro Pro Gly Pro Glu
690 695 700

Gly Gly Lys Gly Ala Ala Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Ala Ala Gly
705 710 715 720

Thr Pro Gly Leu Gln Gly Met Pro Gly Glu Arg Gly Gly Leu Gly Ser
. 725 730 735

Pro Gly Pro Lys Gly Asp Lys Gly Glu Pro Gly Gly Pro Gly Ala Asp
740 745 750

Gly Val Pro Gly Lys Asp Gly Pro Arg Gly Pro Thr Gly Pro Ile Gly
755 760 765

Pro Pro Gly Pro Ala Gly Gln Pro Gly Asp Lys Gly Glu Gly Gly Ala
770 775 780

Pro Gly Leu Pro Gly Ile Ala Gly Pro Arg Gly Ser Pro Gly Glu Arg
785 790 795 800

Gly Glu Thr Gly Pro Pro Gly Pro Ala Gly Phe Pro Gly Ala Pro Gly
805 810 815

Gln Asn Gly Glu Pro Gly Gly Lys Gly Glu Arg Gly Ala Pro Gly Glu
820 825 830

Lys Gly Glu Gly Gly Pro Pro Gly Val Ala Gly Pro Pro Gly Gly Ser
835 840 845

Gly Pro Ala Gly Pro Pro Gly Pro Gln Gly Val Lys Gly Glu Arg Gly
850 855 860

Ser Pro Gly Gly Pro Gly Ala Ala Gly Phe Pro Gly Ala Arg Gly Leu
865 870 875 880

Pro Gly Pro Pro Gly Ser Asn Gly Asn Pro Gly Pro Pro Gly Pro Ser
885 890 895

Gly Ser Pro Gly Lys Asp Gly Pro Pro Gly Pro Ala Gly Asn Thr Gly
800 905 910

Ala Pro Gly Ser Pro Gly Val Ser Gly Pro Lys Gly Asp Ala Gly Gln
915 920 925

Pro Gly Glu Lys Gly Ser Pro Gly Ala Gln Gly Pro Pro Gly Ala Pro
930 935 940

Gly Pro Leu Gly Ile Ala Gly Ile Thr Gly Ala Arg Gly Leu Ala Gly
945 950 955 2960

Pro Pro Gly Met Pro Gly Pro Arg Gly Ser Pro Gly Pro Gln Gly Val
965 970 975

Lys Gly Glu Ser Gly Lys Pro Gly Ala Asn Gly Leu Ser Gly Glu Axg
980 985 990

Gly Pro Pro Gly Pro Gln Gly Leu Pro Gly Leu Ala Gly Thr Ala Gly



Glu

Arg

Ser

Pro

Pro

Ala

Glu

Asn

Ala

Pro

Pro

Ser

Pro

Ala

Tyr

Ile

Tle

Asp

val

Pro
1010

Asp
1025

Pro
1040

vVal
1055

Ala
1070

Pro
1085

Arg
1100

Pro
1115

Ile
1130

Ser
1145

Ile
1160

Glu
1175

Pro
1190

Ile
1205

Tyr
1220

Met
1235

Ser
1250

Leu
1265

Asp
1280

995

Gly
Gly
Gly
Gly
ély
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Ala
Gly
Thr
Pro
Lys

Pro

Arg

Ser

Ala

Pro

Pro

Pro

Ala

Ala

Ser

Pro

Pro

Ser

Ala

Gly

Asp

Ser

Asp

Phe

Asn

Asp

Pro

Pro

Ala

Ala

Gln

Ala

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

Ile

Glu

Leu

Gly

Cys

Gln

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

Lys

Ser

His

Gly
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1000

Asn
1015

Gly
1030

Ala
1045

Lys
1060

Ala
1075

Pro
1090

Ile
1105

Ser
1120

Pro
1135

Lys
1150

Pro
1165

His
1180

Pro
1195

Gly
1210

Met
1225

Ser
1240

Arg
1255

Pro
1270

Cys
1285

Pro

Lys

Pro

Ser

Pro

Arg

Lys

Pro

Ala

Asp

Arg

Pro

Cys

Glu

Asp

val

Lys

Glu

Lys

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Cys

Lys

Phe

Asn

Asn

Leu

Leu

Ser

Asp

His

Asp

Pro

Asp

His

Pro

Pxo

Thxr

Asn

Gln

Gly

Ala

Lys

Gly

Pxro

Lys

Asp

Asp

Axrg

Pro

Arg

Ala

Lys

Arg

Ala

Arg

Ser

Axrg

Pro

Gly

Gly

Ile

Gln

Ala

Ser

Ala

1005

Gly
1020

Gly
1035

Gly
1050

Gly
1065

Gly
1080

Gly
1085

Gly
1110

Gly
1125

Gly
1140

Gly
1155

Gly
1170

Gly
1185

val
1200

Gly
1215

Asn
1230

Ile
1245

Arg
1260

Gly
1275

Ile
1290

Leu

Glu

Pro

Glu

Ser

Glu

Phe

Gln

Pro

His

Glu

Pro

Gly

Phe

Thr

Glu

Asn

Glu

Lys

Pro

Asn

Pro

Ser

Arg

Thr

Pro

Gln

vVal

Pro

Arg

Pro

Ala

Ala

Asp

Ser

Cys

Tyr

val

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Pro

Glu

Leu

Arg

Trp

Phe



Cys

Asn

Lys

Ser

Leu

Thr

Gly

Glu

Glu

Phe

Ile

Asp

Asn
129%

Val
1310
His
1325

Tyr
1340

Ala
1355

Tyxr
1370

Asn
1385

Phe
1400

Asp
1415

Glu
1430
Ala
1445

val
1460

Met

Pro

Val

Gly

Phe

His

val

Lys

Gly

Tyr

Pro

Gly

Glu

Arg

Trp

Asn

Leu

Cys

Lys

Ala

Cys

Arg

Tyr

Pro

Thr

Lys

Phe

Pro

Arg

Lys

Lys

Glu

Thr

Thr

Asp

Vval

Gly

His

Gly

Glu

Leu

Asn

Ala

Gly

Lys

Arg

Ile

Cys
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Glu
1300

Trp
1315

Glu
1330

Leu
1345

Leu
1360

Ser
1375

Leu
13380

Asn
1405
His
1420

Lys
1435

Gly
1450

Phe
1465

Thr

Trp

Ser

Pro

Ser

Ile

Lys

Ser

Thr

Ala

Gly

Leu

Cys

Thr

Met

Glu

Ser

Ala

Leu

Lys

Gly

vVal

Pro

Ile

Asp

Asp

Asp

Arg

Tyr

Met

Phe

Glu

Arg

Asp

Ser

Ser

Gly

vVal

Ala

Met

Gly

Thr

Trp

Leu

Gln

Ala
1305

Ser
1320

Gly
1335

Leu
1350

Ser
1365

Asp
1380

Ser
1395

Tyxr
1410

Ser
1425

Pro
1440

Glu
1455

Asn

Ala

Phe

Asp

Gln

Gln

Asn

Thr

Lys

Ile

Phe

Pro

Glu

Gln

Val

Asn

Ala

Glu

Val

Thr

val

Gly

Leu

Lys

Phe

Gln

Ile

Ser

Gly

Leu

Val



10
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REIVINDICAGOES
1. Tetrapeptideo capaz de induzir a produgdo das
proteinas da matriz extracelular, caracterizado pelo

fato de compreender a fdérmula GxxG, em que G & glicina e
x & um aminodcido variavel.
2. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicag¢do 1,

caracterizado pelo fato de que o tetrapeptideo ainda

compreende a férmula GExG, em que E é acido glutamico.
3. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicagao 2,

caracterizado pelo fato de que O tetrapeptideo & a SEQ

ID NO: 5 ou a SEQ ID NO: 8.
4. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicag¢ao 1,

caracterizado pelo fato de que O tetrapeptideo ainda

compreende a férmula GxPG, em que P é prolina.
5. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicagdo 4,

caracterizado pelo fato de que ©O tetrapeptideo &

selecionado do grupo consistindo de SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 5 e SEQ ID NO: 7.
6. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicagdao 1,

caracterizado pelo fato de que O tetrapeptideo & amidado

nos terminais carbdxi.
7. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicagdao 1,

caracterizado pelo fato de que X é selecionado do grupo

compreendendo R, L, P, F, Q, E, I, X, S, V, A, N, D, T,
Y e G.

8. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que a proteina da matriz

extracelular & colageno.

10. Composigdo, caracterizada pelo fato de compreender

pelo menos um tetrapeptideo da Reivindicagao 1 e um
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veiculo farmaceuticamente aceitavel.
11. Composigdo, de acordo com a Reivindicagdo 9,

caracterizada pelo fato de gque o tetrapeptideo esta

presente numa concentragdo eficaz variando de cerca de
0,01 pg/mL até cerca de 100 pg/mL.
12. Composig¢do, de acordo com a Reivindicagdo 9,

caracterizada pelo fato de que O tetrapeptideo esta

presente numa concentragdo eficaz variando de cerca de
0,1 pg/mL até cerca de 1 pg/mL.
13. Composigao, de acordo com a Reivindicag¢dao 9,

caracterizada pelo fato de que a composigdo estd na forma

de um aerossol, emulsdo, ligquido, 1logdo, creme, pasta,
ungliiento ou espuma.
14. Método para estimular a produgao de colageno em

humanos, o método sendo caracterizado pelo fato de

compreender a administragdo ao referido humano de uma
guantidade terapeuticamente eficaz da composig¢do da
Reivindicagdo 9.

15. Método, de acordo com a Reivindicagao 13,

caracterizado pelo fato de que a concentragao

terapeuticamente eficaz esta na faixa de cerca de 0,1
pg/mL até cerca de 50 pg/mL do tetrapeptideo.
16. Método, de acordo com a Reivindicacgao 13,

caracterizado pelo fato de que a administragdo ao

referido humano de uma quantidade terapeuticamente eficaz
da composigdo promove a cicatrizacdo de feridas ou da
pele danificada.

17. Tetrapeptideo capaz de induzir a produgdo das

proteinas da matriz extracelular, caracterizado pelo fato

de compreender a férmula PxxP, em que P & prolina e x &
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um aminoacido variavel.
18. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicagao 16,

caracterizado pelo fato de que O tetrapeptideo ainda

compreende a férmula PGxP, em que G é glicina.
19. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicagdo 17,

caracterizado pelo fato de que o tetrapeptideo é

selecionado do grupo consistindo de SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 14 e SEQ ID NO: 16.
20. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicagdo 16,

caracterizado pelo fato de que © tetrapeptideo compreende

ainda a férmula PExP, em gue E & &cido glutamico.
21. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicagao 19,

caracterizado pelo fato de que © tetrapeptideo & a SEQ ID

NO: 1 ou a SEQ ID NO: 9.
22. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicagdo 16,

caracterizado pelo fato de que O tetrapeptideo €& amidado

no terminal carboxi.
23. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicagdo 16,

caracterizado pelo fato de que X & selecionado do grupo

compreendendo R, L, P, F, Q, E, I, K, s, v, A, N, D, T, ¥
e G.
24 . Tetrapeptideo, de acordo com & Reivindicagdo 16,

caracterizado pelo fato de que a proteina da matriz

extracelular & colageno.

25. Composigao, caracterizada pelo fato de compreender

pelo menos um tetrapeptideo de acordo com a Reivindicagdo
16 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
26. Composigdo, de acordo com a Reivindicagdao 24,

caracterizada pelo fato de que ©O tetrapeptideo esta

presente numa concentracdo eficaz variando de cerca de
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0,1 pug/mL até cerca de 50 ug/mL.
27. Composigdo, de acordo com a Reivindicacgcao 24,

caracterizada pelo fato de que a composigdo estd na forma

de um aerossol, emulsdo, liquido, logdo, creme, pasta,
unglento ou espuma.
28. Método para estimular a produgao de colageno em

humanos, o método sendo caracterizado pelo fato de

compreender a administragdo ao referido humano de uma
gquantidade terapeuticamente eficaz da composig¢do da
reivindicagao 24.

29. Método, de acordo com a Reivindicagao 27,

caracterizado pelo fato de que a concentragao

terapeuticamente eficaz esta na faixa de cerca de 0,1
ug/mL até cerca de 50 pg/mL de tetrapeptideo.
30. Método, de acordo com a Reivindicagdo 27,

caracterizado pelo fato de que a administragdo ao

referido humano de uma gquantidade terapeuticamente eficaz
da composigdo promove a cicatrizacdo de feridas da pele
danificada.

31. Tetrapeptideo capaz de incluir a produgao de

proteinas de matriz extracelular, caracterizado pelo fato

de compreendexr a fé6rmula PGPR ou GAGP.
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| | - RESUMO _
FRAGMENTOS DE PEPTIDEO PARA INDUZIR A SINTESE DE ‘PROTEINAS
| DE MATRIZ EAXTRACELULA.R S S P
Sdo révelados tetrapeptideos ‘'biologicamente ativos
curtos que sdo compreendidos das sequéncias GxxG e ?x_x?,
onde G (glicina) e‘ P (prolin:;) séd mantidas e _x. & um -
aminoacido - variavel. Os pept.idt‘a'os podem  ser. ﬁsados
individuaime’nté ou em co“mbin;acéo‘ para éétimular a _éroduqéo
de prrof,einas da matiriz -ex'trac_elﬁlar na'be‘le. E_,revelado um
métodq répidq e ‘. »b.arato de " prddﬁgéo' de flormu1§'1¢6es
hetérogéheas de tetrapéptideos. R .
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