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DESCRIPCION
Anfifilos peptidicos auto-ensamblantes y métodos relacionados para la administracion de factores de crecimiento.

Fundamento de la invencion.

Los factores de crecimiento desempefian un papel importante en la especializacion celular y son factores promete-
dores para controlar la diferenciacién de las células madre o desactivar in vivo los procesos bioldgicos latentes,
ambos de los cuales pueden conducir a la regeneracion de tejidos no funcionales. Los factores de crecimiento se
degradan rapidamente y se difunden velozmente fuera del sitio o lesién celular. Por consiguiente, seria dtil un ar-
mazon o andamio que retuviera el factor de crecimiento en dicho sitio para la liberacién a las células circundantes de
un modo controlado.

En la medicina avanzada estan teniendo cada vez mas interés los materiales disefiados molecularmente para rege-
neracion de tejidos. Se han estudiado armazones de polimeros sintéticos, incluyendo polimeros basados en acido L-
lactico o glicdlico, y biopolimeros que incluyen colageno, fibrina o alginato. Los factores de crecimiento han sido
atrapados fisicamente en hidrogeles como tales polimeros, enlazados covalentemente o unidos electrostaticamente
a polimeros anidnicos o estructuras, tales como la heparina. Los inconvenientes de estos sistemas y otros relaciona-
dos estan asociados a la no especificidad de los factores de crecimiento unidos o la degradacién requerida de los
enlaces covalentes para conseguir el efecto deseado. Mas recientemente, se han modificado tanto armazones natu-
rales como sintéticos para que contengan los péptidos encontrados en las proteinas extracelulares que promueven
interacciones basadas en el receptor con células y se han usado para promover la adhesién o la diferenciacion celu-
lar.

Los avances en el auto-ensamblaje ofrecen nuevas oportunidades en el disefio molecular de biomateriales. Bloques
de construcciones moleculares anfifilicas pueden ser ensamblados en ambientes acuosos para formar armazones
con estructuras quimicas diversas y bien definidas. En la bibliografia se han descrito diversas clases de anfifilos
basados en péptidos, incluyendo péptidos anfifilicos y péptidos funcionalizados con componentes hidréfobos (por
ejemplo, colas de alquilo) en uno o ambos extremos. Los péptidos anfifilicos han demostrado formar una variedad de
estructuras supramoleculares como nanocintas, cintas, fibras, y cintas retorcidas. Estas estructuras se originan a
partir de la formacién de laminas B entre mokculas anfifilicas. Un caso especial es el de copolimeros de bloques
peptidicos anfifilicos que forman geles con propiedades fuertemente dependientes de la estructura secundaria de los
bloques peptidicos individuales. Ejemplos de anfifilos peptidicos con colas de alquilo en uno de sus extremos inclu-
yen anfifilos derivados de restos de péptidos encontrados en el colageno que dan como resultado la formacion de
unidades helicoidales triples que forman estructuras micelares esferoidales o en forma de disco dependiendo de la
longitud de la cola y del numero de colas. Otra clase tiene dos colas, una en cada extremo. Esta clase de anfifilos
presenta un comportamiento similar a los amiloides porque, al aumentar su concentracién, experimentan una transi-
cion desde un arrollamiento aleatorio hasta una conformacion de tipo laming3 que conduce a las estructuras fibril a-
res. Existen estudios de nano-estructuras puramente peptidicas con disposiciones antiparalelas, y un estudio de
anfifilos peptidicos modificados que se agregan en una disposicion antipalela causada por una sal de amonio cua-
ternario alquilada no natural.

Una clase de anfifilos peptidicos (abreviadamente en lo sucesivo PA por la expresion inglesa peptide amphiphiles)
esta descrita en una o en ambas de las dos solicitudes de patentes en tramitacién (WO 03/070749 y WO 03/054146)
que comprende una cola hidréfoba lineal acoplada a un bloque peptidico que incluye segmentos formadores de
laminas B, residuos cargados para solubilidad y eftopos biolégicos. La cola de alquilo esta unida al extr emo N del
péptido, y el segmento epitdpico esta colocado en el extremo C. Por aplicacion de un agente desencadenante, tal
como un cambio de pH o de las concentraciones de iones, estas moléculas de PA pueden auto-ensamblarse en un
medio acuoso formando nanofibras. Las cadenas de alquilo estan en el nicleo de las fibras, con los epitopos ex-
puestos en la periferia para la interaccion celular. Los epitopos que se han incorporado a las moléculas de PA mime-
tizan las proteinas de la matriz extracelular y promueven la adhesion o diferenciacion celular a través de la sefaliza-
cién celular. También se ha mostrado que dos moléculas de PA diferentes con epitopos diferentes y carga comple-
mentaria pueden co-ensamblarse en la misma nanofibra.

Sin embargo, dichos compuestos PA se preparan tipicamente mediante sintesis en fase sélida con el componente
peptidico generado desde el extremo C hasta el extremo N. Acoplando un componente hidréfobo al extremo N se
proporciona un compuesto PA con un grupo acido o amida libre en la periferia del ensamblaje de las nanofibras
micelares resultante puesto que diversas secuencias epitdpicas o peptidicas requieren frecuentemente un extremo N
libre para bioactividad, dichos compuestos PA serian ineficaces para la interaccion con los factores de crecimiento.

Sumario de la invencién

A la luz de lo anterior, es un objeto de la presente invencién proporcionar compuestos peptidicos anfifilicos, compo-
siciones ensambladas de los mismos y/o métodos relacionados para su uso para afectar a la biodisponibilidad de
una gama de factores de crecimiento, superando con ello diversas deficiencias e inconvenientes de la técnica ante-
rior, incluyendo los resefiados anteriormente. Los expertos en la técnica entenderan que uno o més aspectos de
esta invencion pueden cumplir ciertos objetivos, mientras que uno o mas de otros aspectos pueden cumplir otros

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 380340 T3

ciertos objetivos. Cada objetivo no puede aplicarse de igual modo, en todos sus sentidos, a cada aspecto de esta
invencion. Como tales, los siguientes objetos pueden ser considerados en alternativas con respecto a uno cualquiera
de los aspectos de esta invencion.

Es un objeto de la presente invencion proporcionar compuestos peptidicos anfifilicos que comprenden componentes
peptidicos acoplados en su extremo N a uno o mas de una gama de secuencias de epitopos capaces de interaccion
no covalente con uno o mas factores de crecimiento, pudiendo dichos epitopos comprender y ser derivados del
producto de reconocimiento de un proceso de presentacion de fagos.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar una composicion que comprende un ensamblaje de uno o mas
de los compuestos peptidicos anfifilicos antes mencionados para la presentacion de la(s) secuencia(s) epitopicas de
union acoplada(s) a ellos, pudiendo dichas composiciones comprender otros compuestos peptidicos anfifilicos au-
sentes, tales como una secuencia de epitopos.

También puede ser un objeto de esta invencion proporcionar una o mas de las composiciones antes mencionadas
gue comprenden uno o mas factores de crecimiento correspondientes a una secuencia de epitopos acoplada, siendo
dichas composiciones capaces de auto-ensamblaje para la administracion y liberaciéon de factores de crecimiento.

También es un objeto de la presente invencion proporcionar uno 0 mas ensamblajes de composiciones de los com-
puestos peptidicos anfifilicos antes mencionados y su uso para afectar a la biodisponibilidad de los factores de cre-
cimiento y/o a la diferenciacion de las células madre.

Otros objetos, caracteristicas, beneficios y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de este suma-
rio y las siguientes descripciones de ciertas realizaciones, y sera evidente para los expertos en la técnica disponer
de composiciones peptidicas y armazones o arquitecturas para la administracion de factores de crecimiento. Dichos
objetos, caracteristicas, beneficios y ventajas seran evidentes de lo anterior tomado junto con los ejemplos, datos,
figuras que se acompafian y todas las inferencias razonables que puedas deducirse de los mismos.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto peptidico anfifilico que comprende:

un componente peptidico que comprende un producto de reconocimiento de factores de crecimiento de un pro-
ceso de presentacion de fagos en su extremo N, teniendo dicho producto de reconocimiento una longitud de 1-13
aminoacidos y siendo capaz de interaccionar con un factor de crecimiento a través de una interaccion no cova-
lente que no compite con la unién del factor de crecimiento a receptores extracelulares, y

un componente hidréfobo que comprende un resto alquilo que varia de Cg a Cy acoplado a dicho componente
peptidico en su extremo C.

Dicho producto de reconocimiento se puede seleccionar de secuencias de epitopos que proporcionan una o mas
interacciones de unién con un factor de crecimiento, incluyendo dichos productos/secuencias y los factores de cre-
cimiento correspondientes, pero sin limitacion, los descritos mas completamente mas adelante. Los compuestos de
esta invencion y/o sus componentes peptidicos pueden ser sustancialmente lineales o ramificados, siendo dichas
configuraciones ramificadas y su preparacion como las descritas en la solicitud de patente en tramitacion WO
2005/056576 titulada "Branch Peptide Amphiphiles, Related Epitope Compounds and Self-Assembled Structures
Thereof".

El producto de reconocimiento se puede seleccionar de secuencias de epitopos que proporcionan interacciones de
unién con los factores de crecimiento BMP-2, TGF-B1, VEGF, FGF-2, NT-3 y laminina-5. En particular, la secuencia
del epitopo de unién puede comprender YPVHPST, que puede estar en una interaccion de unidn no covalente con el
factor de crecimiento BMP-2. Alternativamente, la secuencia del epitopo de unién puede comprender LPLGNSH,
que puede estar en interaccion de unién no covalente con el factor de crecimiento TGF-31.

El componente peptidico del compuesto peptidico anfifilico de la presente invenciéon puede tener una carga neta a
un pH fisiolégico. Dicho componente peptidico puede comprender residuos seleccionados de alanina, glicina, leuci-
na, cisteina, valina y serina.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona una composicién peptidica que comprende una pluralidad de pri-
meros compuestos peptidicos anfifilicos del primer aspecto, en donde el componente peptidico tiene una carga neta
a pH fisioldgico. Dichas composiciones pueden comprender ademas una pluralidad de segundos compuestos pepti-
dicos anfifilicos, comprendiendo los segundos compuestos peptidicos un componente peptidico y un componente
hidréfobo acoplado al componente peptidico, que tiene una carga neta complementaria a un pH fisioldgico, y estan-
do ausente un producto de reconocimiento de factores de crecimiento. La secuencia de aminoacidos de los segun-
dos compuestos peptidicos puede tener una longitud mas corta que la longitud de la secuencia de aminoacidos del
primer péptido. La composicion del segundo aspecto puede comprender un ensamblaje micelar en un medio acuoso.
Dichos ensamblajes proporcionan una presentacion potenciada de uno o mas productos de reconocimiento, que se
extiende mas alla de la periferia general del ensamblaje micelar. Dicha presentaciéon potenciada se puede usar para
afectar y/o controlar la biodisponibilidad de uno o mas factores de crecimiento. En este sentido, diversas composi-
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ciones de esta invencion y métodos relacionados con ellas se pueden usar en un ambiente de células madre para
interaccion o unidn no covalente con uno o mas factores de crecimiento, tanto si el factor de crecimiento es produci-
do por la célula madre como si es administrado al ambiente celular junto con una o0 mas de las composiciones antes
mencionadas.

La composicion del segundo aspecto puede comprender al menos un factor de crecimiento, por ejemplo selecciona-
do de BMP-2, TGF-31, VEGF, FGF-2, NT-3, laminina-5 y sus combinaciones, que interacciona no covalentemente
con ella.

Independientemente del uso o aplicacion como composicion, los anfifilos peptidicos de esta invencion pueden com-
prender un componente peptidico de longitud o secuencia variada dependiendo de la flexibilidad deseada, la carga
y/o la capacidad de interaccién o unién intermolecular. EI componente hidréfobo de dichos compuestos también
puede ser variado (por ejemplo, el resto alquilo puede ser saturado o insaturado, etc.), estando limitados dichos
componentes solamente por el caracter anfifilico resultante y el efecto sobre las composiciones o ensamblajes de
dichos compuestos.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona un método in vitro para usar un compuesto peptidico anfifili-
co para afectar a la biodisponibilidad de un factor de crecimiento, comprendiendo dicho método:

proporcionar un ensamblaje micelar que comprende una composicion del segundo aspecto en la cual la secuen-
cia de aminoacidos del componente peptidico del segundo compuesto tiene una longitud mas corta que la longi-
tud de la secuencia de aminoacidos del primer compuesto peptidico; y

poner en contacto una célula madre con dicho ensamblaje.

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona un ensamblaje micelar que comprende una composicion del
segundo aspecto en la cual la secuencia de aminoacidos del componente peptidico del segundo compuesto tiene
una longitud mas corta que la longitud de la secuencia de aminoacidos del primer compuesto peptidico para uso en
medicina. Dicho ensamblaje se puede usar para regenerar tejido, en donde una célula madre se pone en contacto
con dicho ensamblaje.

[0021] El factor de crecimiento puede ser producido por la célula madre y puede seleccionarse de BMP- 2, TGF-$1,
VEGF, FGF-2, NT-3, laminina-5 y sus combinaciones. El producto de reconocimiento de la composicién puede se-
leccionarse de secuencias de epitopos que proporcionan interaccién no covalente con uno de los factores de creci-
miento BMP-2 y TGF-1. Una de dichas secuencias de epitopos comprende YPVHPST que interacciona no covalen-
temente con el factor de crecimiento BMP-2; otra comprende LPLGNSH que interacciona no covalentemente con el
factor de crecimiento TGF-1.

El contacto de la composicidon con una célula madre es preferiblemente suficiente para la diferenciacién de células
madre. El ensamblaje puede comprender el factor de crecimiento BMP-2 y el producto de reconocimiento puede
comprender una secuencia de epitopos que interacciona no covalentemente con el factor de crecimiento. La célula
madre puede ser una célula madre mesenquimatosa, que puede diferenciarse en células 6seas.

Una realizacidn de la presente invencion es una composicién que incluye una mezcla de anfifilos peptidicos de la
invencioén teniendo cada uno un epitopo de union, y anfifilos peptidicos de carga sin epitopo de unién. La mezcla es
capaz de formar nanofibras u otras micelas auto-ensambladas que consisten en los anfifilos peptidicos de carga y
los anfifilos peptidicos auto-ensamblados que tienen el epitopo de unién. Los anfifilos peptidicos en la composicion
tienen una porcién de la cola de alquilo, una porcién de lamina beta y una porcion cargada. Preferiblemente el epito-
po en el anfifilo peptidico de la invencion es mayor que el del anfifilo peptidico de carga.

Otra realizaciéon de la presente invenciéon es una composicion o sistema de nanofibras auto-ensambladas u otras
micelas auto-ensambladas que incluyen anfifilos peptidicos de la invencion que tienen un epitopo de union y anfifilos
peptidicos de carga. Los anfifilos peptidicos con el epitopo de unién son preferiblemente mas largos que los anfifilos
peptidicos de carga. En las estructuras auto-ensambladas, los anfifilos peptidicos con el epitopo de unién preferi-
blemente sobresalen de la superficie de la nanofibra o micela auto-ensamblada. Preferiblemente el anfifilo peptidico
con el epitopo de unién es capaz de interaccionar con factores de crecimiento u otros péptidos, aminoacidos o aci-
dos nucleicos a través de una interaccion no covalente, incluso mas preferiblemente la interaccién no covalente
entre los factores de crecimiento y los epitopos no compiten con la unién de los factores de crecimiento a los recep-
tores extracelulares.

Las composiciones de nanofibras o micelas auto-ensambladas pueden comprender hidrogeles que pueden incluir
ademas un factor de crecimiento unido no covalentemente a anfifilos peptidicos de la nanofibra que tiene el epitopo
de union. Dichos factores de crecimiento se pueden afadir in vitro o pueden ser los del sitio de una lesiéon de un
paciente in vivo. Los factores de crecimiento que interaccionan con los anfifilos peptidicos auto-ensamblados pue-
den incluir, pero sin limitacion, proteinas morfogenéticas, factor de crecimiento transformante, factor de crecimiento
endotelial vascular, neurotrofinas y factores mitdgenos como FGF- 2, proteinas de erizo sénico y proteinas Wnt. La
composicion puede incluir células, tales como, pero sin limitacion, células madre dentro de los hidrogeles de las
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nanofibras. Preferiblemente, los factores de crecimiento que interaccionan no covalentemente con los anfifilos pepti-
dicos auto-ensamblados son liberados al tejido o células circundantes a través de la interaccidon con los receptores
extracelulares o por degradacion de la matriz de nanofibras. Ademas de las células, se pueden unir o encapsular en
el hidrogel otros compuestos terapéuticos. Estos compuestos pueden incluir, pero sin limitacion, anti-inflamatorios,
compuestos quimioterapéuticos o sus combinaciones en el interior de los hidrogeles de las nanofibras. Preferible-
mente, los factores de crecimiento que interaccionan no covalentemente con los anfifilos peptidicos auto-
ensamblados se liberan al tejido o células circundantes a través de la interaccion con los receptores extracelulares o
por degradacion de la matriz de las nanofibras.

En la presente memoria se describe un método para preparar nanofibras o micelas de anfifilos peptidicos auto-
ensamblados que incluye el auto-ensamblaje por mezclamiento o combinacién de anfifilos peptidicos que tienen un
epitopo de union con anfifilos peptidicos de carga, en donde dichos anfifilos peptidicos con epitopos de unién tienen
una longitud mayor que dichos anfifilos peptidicos de carga. Las nanofibras o micelas se pueden formar por adicion
de iones multivalentes, por adicion de anfifilos peptidicos cargados complementarios o por deshidrataciéon o adicion
de un acido o una base a los anfifilos peptidicos. Cuando se forman hidrogeles, las micelas o nanofibras se forman
preferiblemente por adicién de iones multivalentes o iones ya presentes en medios celulares o fluidos corporales.
Preferiblemente, el anfifilo peptidico que tiene el epitopo de unién tiene una secuencia derivada de un proceso de
presentacion de fagos.

El tejido puede ser tratado administrando a un sitio de un paciente que necesite regenerar un tejido, nanofibras u
otras micelas auto-ensambladas que incluyen anfifilos peptidicos con epitopos para que se unan no covalentemente
a factores de crecimiento. Las nanofibras y sus hidrogeles pueden incluir células, tales como, pero sin limitacion,
células madre. Ademas de células, pueden ser encapsulados en el hidrogel o unidos a dicho hidrogel otros com-
puestos terapéuticos. Estos compuestos pueden incluir, pero sin limitacion, compuestos anti-inflamatorios, quimiote-
rapéuticos o sus combinaciones. Preferiblemente, los factores de crecimiento unidos no covalentemente a una es-
tructura auto-ensamblada se liberan en el sitio por interaccién con los receptores extracelulares o por degradacion
de la matriz. Preferiblemente, las micelas o nanofibras auto-ensambladas que contienen factores de crecimiento y/o
células madre se administran a un sitio de un paciente que tiene lesiones, tales como, pero sin limitacion, huesos,
cartilagos, médula espinal, tejido cerebral, nervios dafiados o una de sus combinaciones.

Otra realizacion de la presente invencion es un anfifilo peptidico que incluye una porcién de cola de alquilo acoplada
a un primer extremo de una porciéon peptidica formadora de lamina beta que también tiene un segundo extremo. Una
porcion peptidica epitdpica del anfifilo peptidico esta acoplada al segundo extremo de la porcion peptidica formadora
de lamina beta, de tal modo que el epitopo esta disponible para una interaccién no covalente con otras moléculas o
proteinas. El epitopo tiene una secuencia que se deriva mediante un proceso de presentacién de fagos. El anfifilo
peptidico puede incluir alternativamente un péptido con una porcién cargada que tiene dos extremos y esta acoplado
entre el segundo extremo de la porcion formadora de lamina beta y la porcién peptidica epitdpica.

Un ensamblaje o sistema para liberar factores de crecimiento a células puede incluir un armazoén preparado a partir
de anfifilos peptidicos auto-ensamblados, incluyendo al menos una porcién de los anfifilos peptidicos epitopos
peptidicos para que se unan no covalentemente con factores de crecimiento, y en donde los epitopos de union con
los factores de crecimiento sobresalen por encima de la superficie de las nanofibras. La secuencia de aminoacidos
del epitopo se deriva de un proceso de presentacion de fagos. Dicho armazén, puede incluir también células madre
y se puede usar en un método para hacer crecer tejido, regenerar tejido o soportar el trasplante de tejido en un pa-
ciente. Ademas de células, pueden ser encapsulados en el hidrogel del armazén o unidos en dicho hidrogel otros
compuestos terapéuticos. Estos compuestos pueden incluir, pero sin limitacién, compuestos anti-inflamatorios, qui-
mioterapéuticos o sus combinaciones. Un armazoén puede ser insertado en el sitio de un paciente o ser formado in
vivo.

El armazén incluye anfifilos peptidicos auto-ensamblados que tienen epitopos peptidicos para unién no covalente
con los factores de crecimiento y en donde los epitopos sobresalen por encima de la superficie de las nanofibras del
armazén o son preparados por un proceso de presentacion de fagos, y los factores de crecimiento se liberan desde
el armazén a las células circundantes de dicho armazon.

Los hidrogeles que se unen a los factores de crecimiento descritos tienen varias aplicaciones en el campo de la
medicina regenerativa y de trasplantes. Las composiciones, los métodos de preparacion y los métodos de su utiliza-
cion pueden ser expandidos facilmente a otros epitopos sobre los anfifilos peptidicos para otros factores de creci-
miento y por tanto a la regeneracion de una amplia variedad de tejidos o soportes de tejidos trasplantados en un
paciente. Por ejemplo, puesto que BMP-2 y TGF-B1 desempefian un papel importante en la diferenciacion oste-
oblastica y condrogénica de células madre mesenquimatosas, respectivamente, las micelas auto-ensambladas de la
presente invencién se pueden usar para la regeneracion de hueso y cartilago. En segundo lugar, la BMP-2 también
desempefia un papel importante en la formacion del cerebro y la médula espinal dorsal. Por tanto, los geles se pue-
den usar también en combinacién con células madre neurales para la regeneracion de la médula espinal dafiada y/o
para reparar zonas dafadas del cerebro en caso de ictus.

Como se ha indicado antes, en ciertas realizaciones, esta invencion utiliza una extension de la propuesta de fibras
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mixtas para incorporar un PA que sea capaz de unir factores de crecimiento por interacciones no covalentes selecti-
vas. De este modo, la biodisponibilidad de los factores de crecimiento puede ser modulada ajustando la fuerza de
union y el nimero de sitios de union. La concentracion inicial del factor de crecimiento se aumentara o disminuira
dependiendo de si es mas dominante el efecto localizador de la unién o si lo es el efecto de la unién que convierte
en inactivos a los factores de crecimiento. En cualquier caso, la liberacion de los factores de crecimiento puede ser
mantenida durante un largo periodo. Para promover la unién del epitopo reconocido por un factor de crecimiento, se
puede preparar un PA, de tal modo que el epitopo se extienda desde la superficie de la fibra. La secuencia de ami-
noacidos requerida del epitopo de union se determina usando la presentacion de fagos. Con fines de ilustracion, los
factores de crecimiento elegidos incluyen proteina morfogenética dsea-2 (BMP-2) y el factor del crecimiento trans-
formante 31 (TGF-B1). La BMP-2 esta, entre otros, implicada en la formacién de los huesos y el desarrollo del cere-
bro y la médula espinal dorsal, mientras que el TGF-1 esta implicado en la formacion de cartilagos y en la diferen-
ciacion de las células de la musculatura lisa. Los geles correspondientes se usaran para controlar la diferenciacion
de células madre mesenquimatosas. Se ha demostrado que las células madre mesenquimatosas se diferencian in
vitro e in vivo en una variedad de linajes, como hueso, cartilago, grasa, células musculares y miocardio. La diferen-
ciacion en el linaje 6seo bajo la influencia de la BMP-2 se muestra mas adelante.

Los geles son superiores en la adicion de factores de crecimiento a medios para controlar la diferenciacion de célu-
las madre mesenquimatosas en el linaje osteogénico esperado. Ademas, los geles de unién suprimen inicialmente la
diferenciacion en todos los otros linajes. Se cree que este comportamiento es el resultado de la biodisponibilidad
reducida del factor de crecimiento o de una exposicion mas gradual de las células a estos factores de crecimiento
en los geles de unién. Finalmente, también se encuentra algo de expresion del musculo liso a en los geles de unién.
Esto sugiere que la exposicién prolongada a la BMP-2 o la ausencia de factores que dirigen la diferenciacion hasta
completarla deberian tener efectos negativos sobre la homogeneidad de la poblacion. Finalmente, los niveles de la
BMP-2 producida endégenamente parecen suficientes cuando esta presente la secuencia de unién para moderar su
biodisponibilidad.

El co-ensamblaje satisfactorio de los PA que se unen a factores de crecimiento con los PA de carga regulares per-
mite la creacion de hidrogeles que son capaces de unirse a factores de crecimiento, retenerlos en los geles y modu-
lar su biodisponibilidad. Las poblaciones mas homogéneas de células especializadas se obtienen inicialmente cuan-
do las células madre mesenquimatosas se diferencian en geles con los PA de unién en comparacion con las dife-
renciadas en ausencia de los PA de unién. Se pueden desear otros PA de carga para variar las propiedades fisicas
de los geles, dependiendo de sus aplicaciones y pudieran desearse otras secuencias de unién para optimizar la
fuerza de union. Ademas, la propuesta demostrada por esta invencion permite la incorporacion de multiples sefiales
por simple mezclamiento de multiples PA de unién con una carga. Mas probablemente, se requeriran multiples facto-
res de crecimiento para optimizar mas la diferenciacién de células madre. Actualmente esta siendo investigada la
diferenciacion de células madre mesenquimatosas expuestas a multiples factores de crecimiento. Potencialmente la
liberacion temporal en los multiples sistemas de factores de crecimiento se puede conseguir seleccionando agentes
de unién con diferentes constantes de asociacion para los factores de crecimiento. Ademas, se estan realizando
estudios in vivo de los sistemas descritos en la presente descripcion. Finalmente, la metodologia presentada aqui se
puede extender facilmente a cualquier factor de crecimiento o proteina implicado en el reclutamiento, la especializa-
cion o el mantenimiento de células, constituyendo por tanto una propuesta altamente prometedora para la medicina
regenerativa.

Breve descripcion de los dibujos.

La Figura 1 ilustra los PA representativos que comprenden secuencias de epitopos y los PA complementarios para
usar en su ensamblaje.

Descripcion detallada de ciertas realizaciones.

La invencion describe un sistema basado en anfifilos peptidicos (PA) auto-ensamblantes que es capaz de unir facto-
res de crecimiento a través de interacciones no covalentes especificas. Los factores de crecimiento desempefian un
papel importante en la sefalizacion celular y por tanto son factores prometedores para controlar la diferenciacion de
células madre, soportar la incorporacion de tejido trasplantado y/o molecular o fisiolégico especifico, o re-activar
procesos biolégicos latentes in vivo que pueden conducir a la regeneracion de tejidos no funcionales. Los factores
de crecimiento se degradan rapidamente in vivo y se difunden rapidamente alejandose del sitio de la lesion. Por
tanto, se necesita un armazoén que retenga el factor de crecimiento en el sitio de la lesion vy libere los factores de
crecimiento a las células circundantes de un modo controlado. Los hidrogeles basados en anfifilos peptidicos auto-
ensamblados han demostrado ser capaces de cumplir ciertas funciones de una matriz extracelular (abreviadamente
ECM por la expresion inglesa extracellular matrix), es decir, promover la adhesion celular y controlar la diferencia-
cion. La presente invencion se refiere a una modificacion de estos sustitutos de la ECM con secuencias peptidicas
que sean capaces de unirse de un modo especifico a factores de crecimiento, que incluyen, pero sin limitacion, pro-
teina morfogenética 6sea-2 (BMP-2), factor de crecimiento transformante 1 (TGF-p1), VEGF e IL-6. Estas secuen-
cias peptidicas de factores de crecimiento se obtienen a través de técnicas de presentacion de fagos, acopladas a
anfifilos peptidicos para formar anfifilos peptidicos de union. Los anfifilos peptidicos de union y los anfifilos peptidi-
cos de carga se pueden auto-ensamblar para formar un hidrogel que puede ser moldeado en una forma dada y
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usado como un armazoén para reparar tejidos. Alternativamente los anfifilos peptidicos de union y los anfifilos pepti-
dicos de carga se pueden introducir in vivo o in vitro en una muestra de células o tejido y auto-ensamblarse a un
hidrogel en la muestra.

Como se ha indicado antes, los anfifilos peptidicos de esta invencién pueden comprender una cola de alquilo, una
secuencia peptidica formadora de laminas y una secuencia pepdica bioactiva. Los dos primeros bloques dan
como resultado la formacién de fibras micelares, tales como, pero sin limitacién, nanofibras, que bajo condiciones
apropiadas (neutralizacion por adicion de iones multivalentes) forman hidrogeles u otros geles humedos cargados
con disolvente. Preferiblemente, el epitopo bioactivo esta cargado parcialmente para solubilidad, pero esta carga
puede ser variada en una amplia gama de secuencias como secuencias de union de integrinas, secuencias neuro-
activas etc. Ademas, los anfifilos peptidicos de carga complementaria se co-ensamblan formando fibras mixtas. Este
principio se puede usar para preparar nanofibras que consisten en PA regulares y PA mas largos con secuencias de
epitopos de uniéon de factores de crecimiento, en los cuales las secuencias de unién se extienden desde la superficie
de las fibras. Las secuencias de unién del factor de crecimiento deseadas se obtienen a través de presentacién de
fagos usando colecciones de péptidos aleatorias, lo que conduce a secuencias de union fuerte usando procesos de
seleccién combinatoria. La liberacion de los factores de crecimiento sera inducida por degradacion de la matriz,
unién a un receptor extracelular o una de sus combinaciones.

Las tecnologias existentes atrapan factores de crecimiento en hidrogeles, enlazandolos covalentemente con cade-
nas polimeras (documento WO 03/040336 y patente de EE.UU. publicaciéon n°® 0020007217) o uniéndolos elec-
trostaticamente a polimeros aniénicos (documento WO 00/13710) o heparina (WO 00/64481). La desventaja del
sistema de cadenas es la preparacion compleja y la posibilidad de que los factores de crecimiento no puedan alcan-
zar los receptores extracelulares. Los factores de crecimiento atrapados y los factores de crecimiento complejados
con el polimero anidnico se liberan de un modo relativamente rapido y el control sobre la liberaciéon prolongada es
deficiente. Por ejemplo, los factores de crecimiento unidos al polimero aniénico se liberan en 8 horas. El sistema de
union de heparina no es especifico (por ejemplo, es posible la unién no deseada de factores presentes en el suero)
y esta limitado a un sub-conjunto de factores de crecimiento. Ventajosamente, la presente invencion esta disefiada
del tal modo que solamente el factor de crecimiento deseado esta complejado con una fuerza de unién que es sufi-
cientemente alta para retener el factor de crecimiento en un estado unido, pero es suficientemente débil como para
no competir con la unién a los receptores extracelulares.

Un aspecto de la invencion descrita en la presente memoria es que puede ser usada para la derivacién de secuen-
cias peptidicas que unen factores de crecimiento usando técnicas de presentaciéon de fagos y la subsiguiente prepa-
racion de anfifilos peptidicos que llevan estas secuencias de unién. Los factores de crecimiento preparados por la
técnica de fagos pueden incluir las proteinas morfogenéticas éseas, el factor de crecimiento transformante 31, las
neurotrofinas y los factores mitdgenos FGF-2, las proteinas de erizo soénico y la proteina Wnt-3a. Estas proteinas
factores de crecimiento se acoplan al anfifilo peptidico mas corto para formar anfifilos peptidicos mas largos que
llevan el epitopo de factores de crecimiento. Estos PA que llevan epitopos de factores de crecimiento o anfifilos
peptidicos de union, se ensamblan conjuntamente con PA de carga mas cortos o complementarios para generar
nanofibras con los epitopos de unién extendiéndose desde la superficie, que pueden subsiguientemente formar
hidrogeles por adiciéon de iones multivalentes o por un cambio en el pH. Los hidrogeles resultantes se pueden usar
luego con células, tales como, pero sin limitacién, células madre encapsuladas dentro del hidrogel o solamente como
un vehiculo de administracion, para regeneracion de tejidos in vivo. Ademas de las células, pueden ser encapsula-
dos en el hidrogel o unidos a dicho hidrogel otros compuestos terapéuticos. Estos compuestos pueden incluir, pero
sin limitacién, compuestos anti-inflamatorios, compuestos quimioterapéuticos o sus combinaciones.

La presentacion de fagos puede usarse para generar sondas moleculares contra dianas especificas y para el anali-
sis y manipulacion de interacciones proteina-ligando. La presentacion de fagos se usa para determinar las secuen-
cias de aminoacidos, péptidos o proteinas que se uniran a las moléculas diana, tales como, pero sin limitacion, ami-
noécidos, péptidos, factores de crecimiento, enzimas y diversos &cidos nucleicos. La presentacion de fagos se pue-
de realizar sobre moléculas diana, como factores de crecimiento sorbidos fisicamente en placas de microtitulacion
con pocillos usando una genoteca comercial. Preferiblemente la genoteca consiste en fagos en los cuales el extremo
N de la proteina de revestimiento G3 ha sido extendido con 1 a aproximadamente 13 o mas aminoacidos aleatorios
de tal modo que esté presente cada combinacion posible de aminoacidos. La genoteca se expone a las moléculas
diana de tal modo que los factores de crecimiento y subsiguientemente los fagos unidos no especificamente se elu-
yan con una solucién detergente. Después de la recuperacion de los fagos unidos, esta poblacién se amplifica por
ejemplo en E.coli y el proceso se repite dos veces mas con condiciones de elucién cada vez mas rigurosas. La
poblacion final estd muy enriquecida en fagos de unién y el DNA de varios de los clones puede ser secuenciado,
permitiendo la identificacién de la secuencia de aminoacidos mostrada en estos fagos. Subsiguientemente, se puede
realizar un ensayo ELISA para estimar las fuerzas de unién relativas de los clones aislados. Se usa sintesis en esta-
do sdlido para obtener los péptidos para preparar anfifilos peptidicos de unién usando las secuencias de aminoaci-
dos identificadas.

Los componente peptidicos de los PA de carga y los anfifilos peptidicos epitdpicos de unién de la presente invencion
pueden incluir aminoacidos naturales y aminoacidos artificiales. También se contempla la incorporacién de aminoa-
cidos artificiales, tales como beta- o gamma-aminoacidos y los que contienen cadenas laterales no naturales y/u
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otros mondmeros similares, tales como hidroxiacidos, con el efecto a este respecto del componente correspondiente
sea similar a los péptidos y se auto-ensamblen para formar micelas, tales como nanofibras

Diversos anfifilos peptidicos de la presente invencion pueden ser sintetizados usando técnicas preparatorias muy
conocidas por los expertos en la técnica, incluyendo las descritas en el documento WO 03/054146 y modificaciones
de las originalmente descritas por Hartgerink, et al. (Véase, por ejemplo, J.D. Hartgerink, E. Beniash y S.I. Stupp,
Science 294, 1683-1688, 2001). También se consideran en la practica de esta invencion anfifilos peptidicos ramifi-
cados con los cuales pueden usarse los métodos de sintesis y los epitopos de la presente invencion. El anfifilo
peptidico ramificado puede prepararse usando los métodos y composiciones como se han descrito en la solicitud de
patente en tramitacion antes mencionada WO 2005/056576. Dicho anfifilo peptidico ramificado con un epitopo de
union podria ser auto-ensamblado en una nanofibra. El anfifilo peptidico ramificado tendria una porciéon de cola de
alquilo acoplada al primer extremo de una porcién peptidica formadora de laminas beta y en un segundo extremo a
una porcién peptidica epitépica que incluye una o mas ramificaciones peptidicas. El péptido incluye aminoacidos
ramificados y una porcién peptidica cargada. La porcion peptidica epitdpica ramificada puede estar acoplada a un
segundo extremo de la porcion peptidica formadora de laminas beta del anfifilo peptidico. La secuencia de epitopos
de unién para el péptido ramificado puede ser derivada de un proceso de presentacion de fagos. A la presente in-
vencion se le pueden aplicar los esquemas de sintesis expuestos en estos documentos. Los anfifilos peptidicos
pueden estar en su forma totalmente protonada, su forma parcialmente protonada o como sales de adicion acidas o
basicas. Generalmente, dichos anfifilos peptidicos pueden ser preparados por quimica de péptidos en fase sélida
estandar, como se describe en los documentos antes mencionados o citados en ellos. Pueden hacerse modificacio-
nes de estos métodos de sintesis como las conocidas por los expertos en la técnica, usando métodos y técnicas de
sintesis conocidos o modificaciones sencillas dependiendo de la composicion anfifila o de la secuencia peptidica
deseada.

Los péptidos de carga, de la clase mostrada en la Figura 1, tienen preferiblemente una longitud inferior a la de los
anfifilos peptidicos con los epitopos de unién de modo que las nanofibras auto-ensambladas a partir de una combi-
nacion de estos anfifilos peptidicos den como resultado que sobresalga de la superficie de la nanofibra el epitopo de
union a los factores de crecimiento. Los anfifilos peptidicos de carga complementarios tienen grupos laterales pro-
cedentes de los aminoacidos que interaccionan con los del péptido de carga mediante una unién acido-base u otro
tipo de union.

Las secuencias peptidicas derivadas del proceso de presentacion de fagos se pueden usar como sitio o epitopo de
union sobre un anfifilo peptidico para unién no covalente a los factores de crecimiento. Estos péptidos o epitopos de
union pueden ser acoplados al extremo libre del péptido formador de laminas beta, al extremo libre del péptido car-
gado o al extremo libre del péptido espaciador, con la condicion que estén en el extremo N del componente peptidi-
co.

Un disefio de anfifilo peptidico puede comprender una cola hidréfoba sencilla que sirve para crear la porcion delgada
de la forma conica de la molécula para el auto-ensamblaje de los anfifilos peptidicos. La cola hidréfoba es una cade-
na de alquilo que tiene una longitud de 6 a 22 atomos de carbono. La cadena de alquilo puede estar unida covalen-
temente al segmento estructural formador de laminas beta del anfifilo peptidico.

El segmento estructural peptidico formador de laminas beta se puede usar para unir covalentemente el grupo de
cola al péptido del fago; o al péptido cargado, al péptido espaciador y al péptido del fago; o al péptido cargado y al
péptido del fago. El segmento estructural del péptido formador de lamina beta puede ser unido covalentemente en
un extremo a la cola y en el otro a una secuencia de aminoacidos de los diversos péptidos. Si se desea una reticula-
cion, se puede usar el aminoacido cisteina en cualquiera de los segmentos, pero preferiblemente en el segmento
estructural formador de laminas beta. Si no se desea una reticulacién, se pueden usar en esta regién otros aminoa-
cidos hidréfobos, tales como, pero sin limitacion, alanina, serina o leucina (por ejemplo, SLSL o AAAA como se ha
descrito con mas detalle en la presente memoria). Este sistema exento de cisteina puede ser mas apropiado para
aplicaciones bioldgicas in vivo para controlar la tasa de degradaciéon de la matriz de nanofibras. Se puede esperar
que la modificacion SLSL para el sistema conduzca a un auto-ensamblaje mas lento de las nanofibras que puede
usarse para controlar in vivo el ensamblaje de los armazones. Sin desear vincularse a esta teoria, se cree que las
cadenas laterales voluminosas de leucina pueden requerir mas tiempo para empaquetarse en la fibra. Un auto-
ensamblaje mas lento puede tener también mayores aplicaciones en un ambiente funcional in situ, tal como en un
quiréfano, en donde puede ser ventajoso retrasar la formacion de las nano-fibras. El segmento estructural formador
de laminas beta puede incluir también un fragmento enlazador flexible compuesto de glicina u otros aminoacidos.
Cuando el segmento estructural incluye aminoacidos hidréfobos, el mismo y la cola de alquilo pueden ser conside-
rados un segmento hidréfobo. Cuando el segmento estructural incluye aminoacidos hidréfilos, el mismo y el grupo de
cabeza hidrofilo pueden ser considerados un segmento hidroéfilo.

La unidad formadora de lamina§ incluye preferiblemente los aminoacidos hidréfobos que pueden interaccionar
para formar laminas beta y que ayudan a producir la forma cénica global del anfifilo peptidico. Para el anfifilo pepti-
dico que sobresale, se puede elegir el nUmero de aminoacidos de esta unidad para proporcionar un anfifilo peptidico
que sea mas largo que los anfifilos peptidicos de carga usados para formar las nanofibras y proporcionar accesibili-
dad al péptido en el anfifilo peptidico de union. En este segmento puede haber de aproximadamente 4 a aproxima-
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damente 10 aminoacidos y mas preferiblemente aproximadamente 6 aminoacidos. Para un segmento formador de
laminas B el amincacido adecuado puede incluir, pero sin limitacién, glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina, y
otros aminoacidos no naturales que se pueden usar de un modo quimico y estructural similar en el anfifilo peptidico.
En el anfifilo peptidico de unién esta presente un segmento cargado que proporciona solubilidad del anfifilo peptidico
en un ambiente acuoso, y preferiblemente en el sitio de un paciente. El segmento del péptido cargado puede incluir
los aminoacidos y sus combinaciones que proporcionen esta solubilidad y permitan el auto-ensamblaje y no estan
limitados a aminoéacidos polares, tal como E o Ky sus combinaciones, para modificar la solubilidad del anfifilo pepti-
dico. En este segmento puede haber de aproximadamente 2 a aproximadamente 7 aminoacidos, y preferiblemente
hay aproximadamente 3 6 4 aminoacidos. Este segmento esta unido en un primer extremo al péptido estructural y su
segundo extremo se usa para unirse al péptido derivado del proceso de presentacion de fagos. Un péptido con gru-
pos espaciadores también puede ser incluido en el anfifilo peptidico. El grupo espaciador puede incluir aminoacidos,
tales como, pero sin limitacion, S y G, y el grupo espaciador puede incluir de 1 a aproximadamente 6 aminoacidos.
Cuando los péptidos presentados en el fago tengan un extremo N libre, puede ser modificado el esquema de sinte-
sis clasico para los anfifilos peptidicos para proporcionar un extremo N libre. Esto se puede conseguir sintetizando
un derivado del &cido aspartico con el cual la cadena lateral pueda ser funcionalizada con dodecil-amina. El acopla-
miento de este aminoacido a la resina Wang permitio completar la sintesis de PA por medio de quimica de Fmoc en
fase sdlida clasica sin mas necesidad que funcionalizar el extremo N. El PA libre puede obtenerse por tratamiento
con 95% de TFA/2,5% de aguar/2,5% de triisopropilsilano. El TFA residual se puede eliminar disolviendo el PA en
HCI 3 mM, equilibrando durante 1 hora a temperatura ambiente seguido por liofilizaciéon. La sintesis satisfactoria de
estas moléculas puede ser confirmada usando espectrometria de masas con electropulverizacion.

Los anfifilos peptidicos con los epitopos de factores de crecimiento pueden auto-ensamblarse en el sitio de un pa-
ciente in vivo usando los iones presentes en los fluidos corporales o iones/reactivos afiadidos para promover el auto-
ensamblaje. Alternativamente una composicion de anfifilos peptidicos adecuados con epitopos de union de factores
de crecimiento se vierte en un molde y el auto-ensamblaje se usa para formar un armazon con la forma de un tejido
0 hueso que ha der ser reemplazado o regenerado. El armazén moldeado puede ser insertado en el paciente en el
sitio que necesita el tratamiento de reparacion o regenerativo. En el caso de trasplante de tejidos, los anfifilos pepti-
dicos con los epitopos de unién de factores de crecimiento pueden ser conformados en un molde como una estruc-
tura de soporte o matriz y ser usados como un soporte en el paciente para el tejido trasplantado. Las nanofibras de
anfifilo peptidico o sus armazones pueden incluir células, tales como, pero sin limitacién, células madre. Otros com-
puestos terapéuticos pueden ser encapsulados en el hidrogel o unidos a dicho hidrogel. Estos compuestos pueden
incluir, pero sin limitacion, compuestos anti-inflamatorios, quimioterapéuticos o sus combinaciones.

El co-ensamblaje de anfifilos peptidicos, que tienen epitopos de unién de factores de crecimiento, con los anfifilos
peptidicos de carga terminados en acido de péptidos cargados con péptidos estructurales formadores de laminas
beta mas cortos, puede ser usado para preparar nanofibras y armazones de la presente invencién. Sin limitacion se
pueden usar uno o mas anfifilos peptidicos con diferentes epitopos de unién de factores de crecimiento y una varie-
dad de anfifilos peptidicos de carga se puede usar para preparar los armazones y nanofibras de la presente inven-
cion. La cantidad de anfifilo peptidico con epitopos de unién de factores de crecimiento comparada con la de los
anfifilos peptidicos de carga puede variarse sin limitacién en la preparacién de los armazones y nanofibras de la
presente invencion. Las micelas y nanofibras auto-ensambladas pueden ser caracterizadas por espectroscopia con
efecto Overhauser nuclear (NOE) y espectroscopia IR con transformada de Fourier (FT-IR), dicroismo circular; las
redes fibrosas de nanofibras pueden ser visualizadas usando microscopia electrénica de transmision.

El anfifilo peptidico con el epitopo de unién puede ser preparado eligiendo una secuencia peptidica para el epitopo
que sea capaz de interaccionar con factores de crecimiento a través de interaccion no covalente. El grado de inter-
accion no covalente entre los factores de crecimiento y los anfifilos peptidicos con los epitopos de unién se elige de
tal modo que el epitopo no compita con, o tenga menos afinidad de unién para, los factores de crecimientos u otros
péptidos cuando se compara con los receptores extracelulares. Se pueden usar experimentos de liberaciéon pasiva
para caracterizar y subsiguientemente modificar la afinidad de diversas nanofibras que tiene epitopos de unién de
factores de crecimiento. Esta caracterizacion se puede realizar en geles de nanofibras auto-ensambladas que con-
tienen factores de crecimiento en placas de microtitulacién pre-bloqueadas. Estos geles se pueden preparar mez-
clando primeramente soluciones al 2% de los PA en la relacion apropiada, seguido por una diluciéon 1:1 con TBS. A
continuacién se pueden anadir los factores de crecimiento seguido por la adicién de 2 equivalentes de iones multiva-
lentes para inducir la gelificacion y el auto-ensamblaje. El contenido de factor de crecimiento puede ser analizado en
el liquido sobrenadante para determinar la capacidad de unién al factor de crecimiento de dichos geles.

Aunque para el crecimiento de tejidos y otros tratamientos es preferible que el epitopo de unién tenga menos afini-
dad por diversos péptidos que por los receptores extracelulares de células o tejidos préximos, se considera que
puede ser deseable para el epitopo de unidn del anfifilo peptidico que se una quimicamente de un modo fuerte a los
factores de crecimiento de un fluido o muestra de células. En este caso, los anfifilos peptidicos de unién con epito-
pos adecuados pueden auto-ensamblarse e inmovilizarse en las superficies formando revestimientos sensores o
medios de eliminacién. Los hidrogeles formados a partir del auto-ensamblaje de estos anfifilos peptidicos de union
fuerte podrian ser moldeados para inserciéon en un sitio de un paciente o para uso en un sistema de filtracion. Los
hidrogeles se podrian usar para eliminar péptidos diana como HGF o VEGF de un sitio, tal como una articulacién o
un tumor en un paciente, o de un fluido de un paciente.
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Ejemplos de la invencién

Los siguientes ejemplos y datos no limitativos ilustran diversos aspectos y caracteristicas referentes a los compues-
tos, composiciones y/o métodos de la presente invencion, incluyendo la sintesis de una gama de compuestos anfifi-
licos peptidicos, con o sin secuencias de epitopos capaces de interaccidon no covalente con factores de crecimiento,
el auto-ensamblaje de dichos compuestos o composiciones y su uso en afectar a la biodisponibilidad de los factores
de crecimiento y la diferenciaciéon de células madre. En comparacion con la técnica anterior, los compuestos, com-
posiciones y/o métodos de la invencion son sorprendentes, inesperados y contrarios a los de dicha técnica anterior.
Aunque la utilidad de la invencion se ilustra a través del uso de varios compuestos/composiciones y ensamblajes, los
expertos en la técnica entenderan que pueden obtenerse resultados comparables con otros diversos compuestos,
composiciones y/o ensamblajes, que sean compatibles con el alcance de esta invencion.

Todas las resinas y Fmoc-1-aminoacidos se obtuvieron de Novabiochem (San Diego, CA). Todos los reactivos para
las sintesis en fase sélida fueron de calidad para sintesis y se obtuvieron de Applied Biosystems (Foster City, CA).
Todos los otros reactivos se obtuvieron de Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI) y se usaron tal como se recibieron.
Los disolventes para la sintesis de péptidos en fase sdlida se adquirieron a Applied Biosystems y eran de calidad
para sintesis de péptidos. Los otros disolventes se obtuvieron de Fisher Scientific y se usaron tal y como se recibie-
ron a no ser que se indique otra cosa.

Los PA se sintetizaron usando un sintetizador de péptidos automatico 433A de Applied Biosystems. Los espectros
de RMN se realizaron en un espectrometro Varian Inova de 500 MHz a temperatura ambiente. Los espectros de
masas con electropulverizacion se realizaron en un espectrémetro de masas Micromass Quattro Il Triple Quadrupo-
le HPLC/MS/MS. Los espectros de dicroismo circular (CD) se registraron en un espectropolarimetro Jasco J-715 con
un controlador de temperatura por efecto Peltier Jasco PTC-348WI. Los espectros FT-IR se realizaron en una
maquina de FT-IR BioRad FTS-40, desde 400-4000 nm con una resolucién de 2 cm™.

Espectroscopia de dicroismo circular. En todos los experimentos se usaron células de cuarzo con una longitud de
camino optico de 0,1 cm. Cada espectro se registré desde 300 a 190 nm a una velocidad de exploracién de 100
nm/min, un tiempo de respuesta de 2 segundos y una anchura de banda de 1 nm y se uso el valor medio de cinco
exploraciones. Las muestras se prepararon a una concentracion de 0,1 mg/mL en agua a menos que se indique otra
cosa.

Valoraciones acido-base. Las valoraciones de pKa se realizaron en los PA 1-4 en el intervalo de pH 2-10 con un pH-
metro Fisher Accumet a una concentracion de 3,5 mg/mL en KCI 100 mM. Para los PA acidos 2 y 4, se afiadi6 KOH
0,1N en incrementos de 1-5 yL, empezando a bajo valor del pH, mientras que para los PA basicos 1 y 3 se afadid
HCI 0,1N en incrementos de 1-5 pL empezando a un alto valor del pH.

Espectroscopia de RMN-NOE. Los PA 1-6 se disolvieron en de-DMSO a concentraciones de 5 mg/mL. Los espectros
de NOESY se midieron en D»O con un tiempo de mezcla de 0,1 s y 128 exploraciones a una concentracion de 10 o
15 mg/mL de cada PA, a una relacion molar 1:1. Para los estudios de FT-IR, 2% en peso de las muestras se liofiliza-
ron en agua y luego se comprimieron en pelets de KBr.

Esquema 1. Estructuras quimicas de los anfifilos. peptidicos

NH, NH,
O O (@] O (@]
N N N N OH
N v N N v N v N
H H H H H z H H H
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Ejemplo 1

Se prepararon cuatro PA, dos con una secuencia triple de lisina (1, 3) y dos con una secuencia triple de acido gluta-
mico (2, 4) (Esquema 1). Los PA 1 y 2 se prepararon por técnicas estandares de sintesis de péptidos en fase sélida-
Fmoc usando una resina de Wang pre-cargada seguido por alquilacion con acido palmitico con hexafluorofosfato de
2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU) como reactivo de acoplamiento. El anfifilo fue escindido de la
resina con una mezcla de 95% de acido trifluoroacético (TFA), 2,5% de agua y 2,5% de triisopropilsilano (TIS). Para
las sintesis de los anfifilos peptidicos 3 y 4, el aminoacido 7 se sintetizd de acuerdo con el Esquema 2. Se hizo reac-
cionar el anhidrido N-carbobenciloxi-L-aspartico con dodecilamina, proporcionando el aminoacido graso 5. El grupo
CBz se elimind luego por hidrogenacion catalitica para dar 6, seguido por proteccion con Fmoc de la amina. Esta
sintesis transcurre facilmente en una escala de 5 gramos. El producto 7 se acoplé luego a una resina de Rink usan-
do HBTU como agente de acoplamiento. Subsiguientemente, los aminoacidos restantes se afiadieron al producto 8
usando técnicas estandares de sintesis de péptidos en fase sélida-Fmoc. Condiciones de escisidon estandares pro-
porcionaron los PA con estructura inversa como se ha descrito previamente. La 'H RMN y la espectrometria de
masas con electropulverizaciéon son coherentes con las estructuras esperadas.
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Esquema 2. Sintesis de aminoacidos grasos
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Ejemplo 1a

Acido N-dodecil-2-carbobenciloxiamino-succindmico (5). Se disolvié anhidrido N-carbobenciloxi-L-aspartico (1 mmol)
en 50 mL de cloruro de metileno, seguido por la adicién de 1,05 eq. de dodecilamina y 1,1 eq. de trietilamina. El
recipiente de reaccién se tap6 para evitar la evaporacion, y se agité durante 12 horas. Cuando no pudieron detec-
tarse trazas del material de partida por cromatografia en capa fina (TLC) (CH2Cl,, MeOH al 5%), la reaccion se detu-
vo bruscamente con 20 mL de acido clorhidrico 1N seguido por extraccion con cloroformo (5x). La capa organica se
seco sobre sulfato de magnesio, y se obtuvo el producto 7 en forma de un soélido blanco (rendimiento 97%).

"H RMN (CDCls): 6 0,8 (t, J=8,5Hz, 3H, cola de CH3), 1,18 (s, 18H, cola de CgH1s), 1,48 (s ancho, 2H, CONHCH5),
2,68 (s, 2H, CONHCH2CH), 3,15 (s ancho, 2H, Asp Hg), 4,49 (m, 1H, Asp Ha), 5,12 (s, 2H, PhCH0), 7,28 (s, 5H,
Ph), Bc (de-DMSO) 6 14,6, 22,8, 29,4, 29,6, 29,7, 32,0, 52,2, 56,7, 66,1, 128,4, 129,0, 1377, 156,5, 171,1, 1725,
ESI-MS: m/z: 435,4 (MH").
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Ejemplo 1b

Acido 2-amino-N-dodecil-succinamico (6). En 100 mL de etanol se disolvieron 100 mmol del producto 7 y se transfi-
rieron a un recipiente de reaccion que contenia Pd y C (10% en peso). El recipiente se colocé luego bajo hidrégeno
(35 mm de Hg) durante 3 horas. La mezcla de reaccion se filtrd sobre Celite y se obtuvo el producto en forma de un
sdlido blanco después de evaporacion hasta sequedad bajo presion reducida. Rendimiento 95%.

'H RMN (CDsCN): & 1,15 (m, 23H, cola alifatica), 1,3 (m, 2H, CONH,CH,CH,), 2,37 (s ancho, 2H, CONH,CH.), 3,55
(m, 3H, Asp Hg), 4,6 (m, 1H, Asp H). ESI-MS: m/z: 301,2 (MH").

Ejemplo 1¢c

Acido N-dodecil-2-Fmoc-amino-succindmico (7). En 200 mL de una mezcla agua/dioxano (1:1 v:v) se disolvieron
6,6 mmol del producto 6 con 1,3 mL (1,5 eq.) de trietilamina seguido por 1 eq. de Fmoc-O-succinimida (Fmoc-O-Su).
La reaccion se monitorizé por TLC (CH2Cl;, MeOH al 10%) y después de 2-3 horas, se consumié toda la Fmoc-O-
Su. La reaccion se detuvo bruscamente con acido dando como resultado un precipitado blanco que se recogié por
filtracion. Rendimiento 85%.

'H RMN (de-DMSO0):5 0,84 (t, J=8 Hz, 3H, CHs alifatico terminal), 1,19 (s, 18H, CH. alifatico), 1,34 (s, 2H, NH,
CH,CH}), 2,61 (s ancho, 2H, CONHCH}), 3,08 (s, 2H, Asp Hg), 4,24 (m, 3H, Asp He + FmocCH.CONH + FmocCH),
7,3 (t, J=9Hz, 1H, FmocH), 7,39 (t, J=9Hz, 1H, FmocH), 7,68 (d, J=8,5Hz, 1H, FmocH), 7,85 (d, J=9Hz, 1H, FmocH).
13C (de-DMSO) & 14,6, 22,8, 29,4, 29,5, 29,7, 32,0, 46,1, 47,3, 52,2, 6,7, 120,8, 126,0, 127,7, 128,3, 141,5, 144,5,
156,5, 171,1, 172,5. ESI-MS: m/z 524 (MH").

Ejemplo 1d

Sintesis y purificacion de los PA. Los PA 1-2 se prepararon como se describe en la referencia 3. Para los PA 3-6, la
resina de Rink estandar se coloco en un recipiente de reaccion y se desprotegio tres veces con piperidina al 30% en
NMP, y luego se acopld a 2 eq. del producto 7 durante una noche. Se repitio el acoplamiento hasta que un ensayo
con ninhidrina mostré resultados negativos. Esta resina modificada 8 se cargd luego en el sintetizador automatico y
la sintesis de péptidos transcurrié como para los PA 1-2. Cuando estaba completa la sintesis automatica se escindio
PA de la resina como se describe en la ref. 3.

Ejemplo 1e
C15H31CONHVal-Val-Val-Ala-Ala-Ala-Lys-Lys-Lys-COOH (1)

"H RMN (ds-DMSO): & 0,80-0,84 (m, 21H, Val, + cola de CHj3), 1,22 (s ancho, 28H, cola alifatica de C14), 1,36 (m,
6H, Ala Hg), 1,51 (m, 11H, Lys H,+ cola de CH2CH>,CONH), 1,62 (m, 6H, Lys Hp), 1,91 (m, 9H, Val Hg + Lys Hs), 2,16
(m, 2H, cola de CH,CONH), 2,73 (s, 6H, Lys H), 4,10-4,23 (m, 9H, Hq), 7,6 - 8,1 (NH de amida), ESI-MS (Me-
OH:H,0 1:1 viv): m/z = 1151 (MH").

Ejemplo 1f
C15H31CONHVal-Val-Val-Ala-Ala-Ala-Glu-Glu-Glu-COOH (2)

"H RMN (ds-DMSO): 6 0,81 (s ancho, 21H, Val,+ cola de CHs), 1,21 (s ancho, 31H, cola alifatica de C14), 1,45 (s, 2H,
Ala Hg), 1,75 (m, 6H Glu Hg), 1,94 (m, 9H, Valg + Glu Hg), 2,24 (s, 6H, Glu Hy), 4,2 (s, 9H, Hq), 7,6-8,1 (NH de amida),
ESI-MS (MeOH:H.0 1:1 v:v): m/z = 1177 (MNa®).

Ejemplo 1g
Asp(CONHC;)-Val-Val-Val-Val-Val-Val-Lys-Lys-Lys-NH; (3)

"H RMN (de-DMSO): 6 0,82 (s ancho, 39H, Val H, + cola de CHj3), 1,22 (s ancho, 20H, cola alifatica de C4), 1,34-
1,53 (m, 6H, Lys Hy), 1,69 (m, 6H, Lys Hg), 1,93 (m, 12H, Lys Hs + Val Hg), 2,74 (m, 2H, cola de CH2NH), 2,98 (s
ancho, 6H, Lys Hc), 4,09-4,44 (m, 9H, Hy), 7,02-8,25 (NH de amida), ESI-MS (MeOH:H,0 1:1 v:v): m/z = 1279 (MH").

Ejemplo 1h

Asp(CONHC,)-Val-Val-Val-Ala-Ala-Ala-Glu-Glu-Glu-NH; (4)

"H RMN (ds-DMSO): & 0,82 (s ancho, 21H, Val Hy+ cola alifatica de CHa), 1,22 (s, 20H, cola de C1g), 1,32 (m, 9H, Ala
Hg), 1,74 (m, 3H, Glu Hg), 1,94 (m, 6H, Glu Hg + Val Hp), 2,25 (m, 6H, Glu H,), 2,97 (d, J=6Hz, 2H, cola de
CH>CH,CONH), 4,10-4,44 (m, 9H, Ho), 7,23-8,2 (NH de amida), ESI-MS (MeOH:H,0 1:1 v:v): m/iz = 1197 (MH").

Ejemplo 2

Cuando se dispersaron en medios acuosos en presencia de estimulos adecuados, los PA se auto-ensamblaron
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tipicamente en nanofibras cilindricas de alta relacién de aspecto. Basandose en trabajos previos, se esperaria que
las fibras que consistian en una molécula de PA o una mezcla de dos moléculas de PA mostraran estructuras se-
cundarias con unién por hidrégeno similares a laminas . Se anticipé que mezclando el producto 2 6 4 cargado ne-
gativamente con el producto 1 6 3 con carga opuesta, respectivamente, podria dar como resultado disposiciones de
paralelas de unién por hidrégeno similares a laminasf3, mientras que mezclando el prod ucto 1 6 2 con el producto 4
6 3 con cargas opuestas terminados en amina, respectivamente, podrian dar como resultado disposiciones antipara-
lelas.

Ejemplo 3

A una concentracién de 0,1 mM, los espectros de CD de los productos 2-4 revelaron segmentos peptidicos con
caracter de arrollamiento predominantemente aleatorio. Esto es el resultado mas probable de la repulsién electrosta-
tica entre las moléculas altamente cargadas. Por un cambio de pH para neutralizar las cargas o por adicién de iones
de calcio, todos los PA exhibieron las caracteristicas de las laminas. En contraste, el producto 1 exhibe una cara c-
teristica de laminas 8 a cualquier pH. El producto 1 puede estar menos cargado que los otros, puesto que el extremo
acido puede neutralizar la carga de uno de los residuos de lisina, dando a la molécula una carga neta formal de +2.
Esta carga global inferior puede reducir la repulsiéon y permitir que tenga lugar la unién por hidrégeno en laminas
dentro de las fibras. Inversamente, el producto 4 tendria una carga neta formal de -2, puesto que el extremo amino
neutralizaria la carga de uno de los residuos de acido glutamico permitiendo que ocurran interacciones de laminas (3.
Sin embargo, el producto 4 todavia exhibia una caracteristica desordenada de CD. Para resolver esta aparente
contradiccion se determiné el estado de carga real y el pKa aparente de los agregados a pH 7 para comprender
mejor las fuerzas motrices para el auto-ensamblaje de estos diversos sistemas.

Ejemplo 4

Las valoraciones del pKa de agregados de las moléculas 1-4 se llevaron a cabo a una concentracion de 3 mM. To-
das las valoraciones se comenzaron a un pH en el que las moléculas estaban ya en su estado agregado, con el fin
de evitar los efectos cinéticos debidos al auto-ensamblaje. Solamente la valoracion del pKa del producto 3 mostré
transiciones bruscas, correlacionando los dos pKa aparentes, uno atribuido a la desprotonacion del extremo amino
mas accesible a los disolventes y el otro originado a partir de uno o mas de los grupos -amina de la lisina. Los
agregados de los PA 1, 2 y 4 muestran curvas complejas con transiciones que ocurren en amplios intervalos, lo que
implica que la protonacién/desprotonacion de estos objetos supramoleculares ocurra lentamente, con variaciones de
acidez debido a los microambientes locales dentro de las nanofibras. De estos resultados se deduce que la agrega-
cién cambia los pKa aparentes de los grupos acido y amina, lo cual es coherente con informes recientes en la litera-
tura cientifica.

Ejemplo 5

El co-ensamblaje de moléculas de PA de carga complementaria debe conducir a fibras que contienen una mezcla de
los dos componentes con disposiciones de unién por hidrogeno en forma de lamins Cuando el producto 2 se
mezcla los anfifilos de triple 3 o 1 (abreviadamente 2/3 6 2/1), el espectro de CD obtenido corresponde a una lamina
B pura. El hecho de que caracteistica observada de la lamina3 no sea simplemente una superposicdn de los e  s-
pectros de CD individuales de los dos componentes sugiere sélidamente la formacién de nanofibras mixtas en las
cuales las dos moléculas forman una sola estructura de agregados. EI PA 1 mezclado con los PA 4 6 2 con triple
acido glutéamico (1/4 o 1/2) exhibe un comportamiento similar. Cuando se mezclan dos PA de carga similar, la mez-
cla de lisina 1/3 muestra una lamina 3, mientras que la mezcla deacido glutdmico 2/4 muestra una conformacion
desordenada, debido posiblemente a una mayor repulsiéon de cargas entre los residuos de acido glutamico.

Ejemplo 6

Con el fin de demostrar adicionalmente el co-ensamblaje de las moléculas dentro de las fibras, se realizé una espec-
troscopia con efecto Overhauser nuclear (NOE) en un gel al 1,5% en peso hecho de los PA de carga complementa-
ria. Una NOESY representativa de los productos 2 y 3 (2/3) muestra los estrechos contactos (< 3A) observados entre
los protones Glu-Hg del producto 2 y los protones Lys-H, y Val-Hy del producto 3, respectivamente. Se detectaron
otros varios posibles contactos intermoleculares pero no pudieron ser atribuidos de modo inequivoco a los contactos
2/3. Estos resultados proporcionan una evidencia adicional de que las dos moléculas de PA estan co-ensambladas
dentro de la misma nanofibra.

Ejemplo 7

Una vez establecido el co-ensamblaje satisfactorio de los anfifilos, se investigé el comportamiento de gelificacion de
los sistemas tanto para un solo PA como para multiples PA. Las soluciones al uno por ciento en peso de los produc-
tos 1-4 eran ligeramente opacas y podian ser gelificadas por la adicién de acido (1,3) o base (2,4), respectivamente.
La microscopia electronica de transmision revela la formacion de nanofibras con diametros medios de 6,5 nm y lon-
gitudes medias de varios cientos de nanémetros, similares a las observadas previamente en otros PA.
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Ejemplo 8

La presentacion de fagos se usa tipicamente para encontrar péptidos bloqueadores de receptores, es decir, secuen-
cias con altas constantes de union. Para transferir un factor de crecimiento desde un sitio de unién a un PA al recep-
tor celular, no se requiere una constante de unién extremadamente alta e incluso podria ser desfavorable. Por tanto,
se eligio la fagoteca comercial de 7 meros en vez de la de 13 meros, pretendiendo fuerzas de unidn intermedias. Los
factores de crecimiento fueron sorbidos fisicamente en placas de 96 pocillos y expuestos subsiguientemente a la
fagoteca. Después de incubacion a temperatura ambiente durante 60 minutos, se eliminé el fago no unido por lavado
con solucion detergente. El fago unido se eluyd subsiguientemente por incubaciéon con una solucion de factor de
crecimiento durante 60 minutos. Los fagos recuperados fueron amplificados durante 4 horas en E Coli a 37°C y el
proceso de escrutinio se repitié dos veces mas. En subsiguientes rondas de escrutinio, se aumentaron las condicio-
nes de rigurosidad elevando la concentracidn del detergente y reduciendo el tiempo de exposicion a la fagoteca. La
poblacién final de fagos se cultivd en placas y se secuenciaron los DNA de 10 clones de colonias que contenian
solamente un tipo de fago. A continuaciéon, se usé un cribado por ELISA para analizar los falsos positivos y determi-
nar las fuerzas de unién relativas de los clones seleccionados. Utilizando este protocolo, se encontré que el mejor
epitopo de union para el rh-BMP-2 era YPVHPST vy para rh-TGF-B1 era LPLGNSH. (Véase la Tabla 1, més ade-
lante).

Ejemplo 8a

La presentacion de fagos se realizé con el kit Ph.D. 7 (New England Biosystems). Cincuenta microlitros de la fagote-
ca M13 diluidos (que contenian 2x10° fagos y todas las posibles secuencias de 7 meros) se afnadieron a placas de
microtitulacion de 96 pocillos, que habian sido expuestas a 50 ul de solucién de 10 ug/ml de factor de crecimiento
(Peprotech) durante 18 horas a 0°C. Las placas fueron bloqueadas durante 1 hora y luego incubadas a la tempera-
tura ambiente durante 60 minutos con agitacién suave. El fago no unido se eliminé lavando con TBS/Tween-20
(Tween-20 al 0,1% v/v). El fago unido se eluyd subsiguientemente por incubacién con 50 pl de solucion de factor de
crecimiento durante 60 minutos. La presencia del fago de unién se determind por dilucién en serie de los fagos y
subsiguiente cultivo en placas de agar con E. Coli. El nimero de placas formadas puede ser relacionado con el
numero de fagos en la mezcla original. Los fagos se amplificaron subsiguientemente durante 4 horas en E. Coli a
37°C. En rondas de escrutinio subsiguientes, se elevd la concentracion de Tween-20 hasta 0,5% y se disminuyeron
y aumentaron los tiempos de unién y elucion, respectivamente, para aumentar la rigurosidad del proceso de selec-
cion. Después de tres rondas de escrutinio, la mezcla de fagos recuperada se diluye y cultiva en placas de agar con
bacterias. Subsiguientemente se aislan las placas que contienen una sola secuencia de DNA. Después de purifica-
cion, se secuenciaron diez clones. A continuacion, se uso un cribado por ELISA para eliminar los falsos positivos y
determinar las fuerzas de union relativas de los clones seleccionados. Cada clon se incub6 durante 1 hora en placas
de microtitulacion revestidas de factores de crecimiento, luego se lavaron las placas con TBS/Tween-20 y subsi-
guientemente se incubaron durante 1 hora con anticuerpo anti-M13 conjugado con HRP (Amersham Biosciences).
Después de la adicion de ABTS, se midié la absorbancia a 450 nm después de 30 minutos para determinar las fuer-
zas de union relativas de los clones aislados. Posteriormente el clon que mas fuertemente unido.

Tabla 1: Secuencias de unién para BMP-2 y TGF1 obtenidas usando presentacion de fagos

BMP-2: TGF-B1
YPVHPST (1) LHYPFMT (3) LPLGNSH (1) RTTSPTA (3)
KVPPANT (3) QQTQAQH (4)  |LRNYSHS (3) GKYPPTS (3)
KQALTQT (3) PIQPDER (2) VYRHLPT(2) AWKSVTA (3)
WPALFTH (3) PFDPPVR (2) RVSTWDT (3)  |LPSPIQK (2)
PGPTVQG (2) | DVSPAYH (3) PAPRWIH (3)

El cédigo numérico ilustra las fuerzas de unién relativas de los clones seleccionados disminuyendo la fuerza de
union desde (1) la mas alta hasta (4) la mas baja. Todas las secuencias se unen significativamente.

Ejemplo 9

Puesto que las secuencias peptidicas presentadas en el fago tenian extremos N libres, no fue posible usar una ruta
de sintesis tipica para los PA. Por tanto, un acido aspartico cuya cadena lateral fue modificada con dodecilamina se
hizo reaccionar con una resina amidica de Rink. (Véase, el Esquema 2, anterior). Subsiguientemente, el resto del
péptido pudo ser sintetizado usando técnicas regulares de sintesis de Fmoc-péptidos, que proporcionan un PA con
polaridad inversa. Las secuencias peptidicas elegidas fueron VgK3SG3YPVHPST (9) para BMP-2 y
V3A3K3SG3LPLGNSH (10) para TGF-B1, respectivamente (Esquema 3). El segmento Ks se eligié para ser co-
ensamblado con los grupos de cabeza E3; cargados del PA 2 de carga. La secuencia SG3 es una unidad espaciadora
y es el mismo espaciador que estaba presente en el fago. Las constantes de union de BMP-2 con, respectivamente,
YPVHPST y KQALTOT fueron K,=1,9 + 0,9 10°M”" y 2,1 + 0,85 10° M"" determinadas por despolarizacion de fluo-
rescencia, lo que ilustra la capacidad de ajuste de la fuerza de union.
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Ejemplo 9a
Asp(CONHC,)-Val-Val-Val-Val-Val-Val-Lys-Lys-Lys-Ser-Gly-Gly-Gly-Tyr-Pro-Val-His-Pro-Ser-Thr (9).

"H RMN (ds-DMSO): & 0,82 (s ancho, 39H, Val Hy + cola de CH3), 1,22 (s ancho, 20H, cola alifatica de C1o), 1,53 (m,
6H, Lys Hy), 1,69 (m, 6H, Lys Hp), 1,93 (m, 16H, Lys Hs + Val Hg + Pro Hy), 2,37 (m, 4H, Pro Hg), 2,74 (s ancho, 6H,

5 Lys Hg), 2,98 (m, 2H, cola de CH2NH), 3,45 (m, 8H, Pro Hs + His Hg + Tyr Hg), 3,72 (m, 3H, Thr Hy + Thr Hg), 4,1-4,6
(m, 13H, Hq + Ser Hg), 6,81 (m, 5H, Tyr Hs aromatico + His H), 7,02-8,25 (NH de amida + His H). ESI-MS (H.O):
773,9 (M + 3H)™.

Ejemplo 9b
Asp(CONHC1)-Val-Val-Val-Ala-Ala-Ala-Lys-Lys-Lys-Ser-Gly-Gly-Gly-Leu-Pro-Leu-Gly-GIn-Ser-His-NH; (10).

10 "H RMN (ds-DMSO): & 0,82 (s ancho, 21H, Val Hy + cola alifatica CHs), 1,22 (s ancho, 20H, cola de C1o), 1,32 (m, 9H,
Ala Hg), 1,53 (m, 6H, Lys Hy), 1,64 (m, 6H, Lys Hg), 1,84 (m, 4H, Leu Hg), 1,93 (m, 16H, Lys Hs + Val Hg + Pro H,),
2,37 (m, 2H, Pro Hg), 2,74 (s ancho, 6H, Lys H¢), 2,97 (m, 2H, cola de CH2CH,CONH), 3,45 (m, 4H, Pro Hs + His Hp),
3,72 (m, 3H, His Hq + Ser Hg), 4,10-4,61 (m 9H, Hq), 6,81 (m, 2H, His H), 7,02-8,25 (NH de amida + His H), ESI-MS
(MeOH:H20 1:1 v:iv): miz = 1086,7 (M + H)*?.

15 Esquema 3:

{m
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NH,
Formula (9), parte izquierda
OH
)/\NHZ D/
OH OH
0 - E ~ o o ~
/\g \n/\ \'I/\N Y\ \“/\ N \ﬂ/\NH2
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OH
NH, HN N

Foérmula (9) (continuacion), parte derecha

ATy JIV ”pmﬁr H{/

Foérmula (10) parte izquierda
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Férmula (10) continuacion, parte derecha

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 380340 T3

Ejemplo 10

El co-ensamblaje de PA 9 con el PA 2 de carga pudo ser demostrado utilizando espectroscopia de dicroismo circular
(CD). A una concentracion de 0,13 mM, el espectro de CD de las nanofibras individuales de PA a esta concentra-
cién tiene un caracter de arrollamiento predominantemente aleatorio. Cuando se mezclan, sin embargo, el espectro
de CD refleja una laminaf pura, lo que ilustra que los PA se co -ensamblan con una fibra en lugar de formar homo-
fibras individuales que consisten solamente en una molécula de PA. El co-ensamblaje es favorecido energéticamen-
te puesto que las repulsiones electrostéticas se reducen cuando las partes KKK y EEE forman un complejo. La evi-
dencia adicional del co-ensamblaje se obtuvo usando espectroscopia con efecto Overhauser nuclear en soluciones
al 1,5 % en peso. Se observaron contactos estrechos (< 3 A) entre los protones Egy K: y entre los protones Egy Vs
y esta distancia podria ser significativamente mayor entre las homo-fibras. No se podrian atribuir inequivocamente
otros posibles contactos intermoleculares. Finalmente, la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier en
muestras liofilizadas y en soluciones al 1 % en peso mostré la presencia del pico a 1630 cm” tipico de laminas B. Se
obtuvieron resultados similares para mezclas de los productos 10/2. La reasociacidon de las muestras durante 24
horas a 37°C condujo a un aumento significativo en la fuerza del efecto del CD. Este aumento se atribuye a un au-
mento en el tamafio del dominio de los croméforos perfectamente acoplados. Presumiblemente, la mezcla inicial
conduce a un atrapamiento cinético de un sistema mixto no perfecto y la reasociacion permite la reorganizacion
subsiguiente de los anfifilos hasta el estado termodinamicamente mas estable. Incluso un calentamiento prolongado
a 80°C, muy por encima de las temperaturas de fusion esperadas para el reticulo de union por puentes de hidrogeno
y las colas alifaticas, no condujo a una pérdida apreciable de quiralidad supramolecular, lo que ilustra la estabilidad
de las nanofibras.

Ejemplo 11

Con el fin de analizar el significado fisioldgico de esta propuesta, se cultivaron células madre mesenquimatosas en
geles que contenian diferentes niveles de factores de crecimiento. Para estos experimentos con células, los epitopos
de unién se diluyeron a una relacion 50:1 (carga:agente de union) para asegurar el reconocimiento por la proteina.
Se prepararon geles mezclando 50 ul de PA pre-mezclado (2% en peso) que contenia la cantidad deseada de factor
de crecimiento y 50 ul de suspension de células madre mesenquimatosas (100.000 células) en portaobjetos de vi-
drio, seguido por la adicion de 10 pl de solucién de 30 mg /ml de CaCl,. Los geles se dejaron solidificar durante 1,5
horas tras lo cual se afiadié 1 ml de medio de células madre mesenquimatosas. De este modo, se prepararon geles
que consistian en productos 9/2 o el producto 2 solo y que contenian 0,1 o 50 ng/ml de BMP-2. Como un control
adicional, se cultivaron en 10.000 células madre sobre porta-objetos de vidrio con BMP-2 afiadido al medio en con-
centraciones idénticas. El medio fue renovado cada cuatro dias y se aislaron muestras por triplicado los dias 7 y 21
de cultivo. Subsiguientemente, se determind por transferencia Western la expresion de las proteinas de marcadores
especificos del linaje de osteocalcina (osteoblasto), adiponectina (adipocitos), colageno Il y agrecano (condrocitos) y
a-actina del musculo liso y desmina (células del musculo liso).

Ejemplo 11a

Protocolo para experimentos con células: Células madre mesenquimatosas humanas (Cambrex Technologies) se
cultivaron en placas a una densidad de 5.000 células/cm? en cuatro matraces de cultivo T75 en 15 ml de medio de
células madre mesenquimatosas (Cambrex Technologies) y se incubaron a 37°C, 5% de CO» y 90% de humedad. A
una confluencia del 90%, las células se tripsinizaron con 2,5 ml de tripsina al 0,25%/EDTA durante 5 minutos. Subsi-
guientemente, se afiadieron 8 ml de medio para detener bruscamente la actividad de proteasa. Las suspensiones de
células se reunieron y centrifugaron a 850 rpm durante 8 minutos. El sedimento de células se volvié a poner en sus-
pension en 1 ml de medio y se usaron 10 ul para el recuento de células. La suspension de células se diluyé con el
medio hasta una concentracion de 2.000.000 de células/ml.

Los PA 1y 3 se disolvieron a una concentracion de 2 % en peso. Subsiguientemente, se mezclaron 50 pl del PA 1
con 1250 pl del PA 3. La mezcla se dividié en 3 porciones de 410 pl y ademas se prepararon 3 porciones de 410 pl
del PA 3 (al 2 % en peso). Luego se afiadieron a una porcion de los productos 1/3, 20 pl una solucién de 2 ug/ml de
BMP-2 (Peprotech) y al PA 1 a una concentracién de 100 ng/ml de BMP-2. Similarmente, se afiadieron 41 pl de 20
ng/ml de BMP-2 hasta una concentracion final de 2 ng/ml de BMP-2.

Se prepararon geles por triplicado mezclando 50 pl de solucién de PA con 50 pl de suspensién de células en un
portaobjetos de vidrio para microscopio. Luego, se afiadieron 10 pl de una solucion de 30 mg/ml de CaCl,y los geles
se dejaron solidificar a 37°C, 5% de CO; y 90% de humedad durante 90 minutos. Las concentraciones resultantes
son 1 % en peso de PA y 0,1 o 50 ng/ml en BMP-2. A continuacion se afiadio 1 ml de medio. Los controles con fac-
tor de crecimiento en solucion se prepararon colocando 5 pl de suspension de células en un portaobjetos de vidrio
seguido por la adiciéon de 1 ml de medio. Luego, se afiadieron 25 pl de solucion de 2 pyg/ml de BMP-2 y 0,5 ul de
soluciéon 2 pg/ml de BMP-2 para obtener concentraciones de BMP-2 de 50 ng/ml y 1 ng/ml en solucion, respectiva-
mente. Cada cuatro dias se repuso la mitad del medio.

Ejemplo 12

Ensayos sobre la viabilidad celular mostraron que la viabilidad de estas células fue >95% en todos los geles después
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de 3 semanas de cultivo. La expresion de endoglina no pudo ser detectada por transferencia Western en ningun
momento, lo que indica que todas las células habian comenzado a diferenciarse. No se pudo detectar la expresion
de adiponectina y agrecano en ningin momento. La expresion de osteocalcina mostré una diferencia marcada entre
los geles y los controles. Mientras que no pudo detectarse osteocalcina en los controles, todos los geles expresaron
niveles significativos de osteocalcina en 7 dias, bastante antes que las 2-3 semanas usuales (Figura 3a), pero no
aumento significativamente en 3 semanas (Figura 3b). Los niveles de expresion comparables en las semanas 1y 3
implican entonces que los niveles de expresion de osteocalcina son constantes durante el periodo de cultivo. Sor-
prendentemente, la expresion parece ser independiente de las concentraciones de BMP-2 y la relacién es 1:2 entre
los geles que contienen PA de union y los geles con PA sin unidon. Ademas, los geles a los cuales no se afiadio
BMP-2 mostraron niveles similares. Aparentemente, los niveles de BMP-2 enddégena producidos por las propias
células son suficientes para estimular la diferenciacion osteoblastica, pero la capacidad de los geles de unién para
unir algo de la BMP-2 disminuye ligeramente la cantidad de osteocalcina expresada. La expresion de osteocalcina
podria ser visualizada por inmunocitoquimica.

En contraste, no se detect6 a-actina del musculo liso en geles que contenian el producto 9, mientras que se expreso
en los geles sin dicho agente de union. Sin embargo, se expreso en cualquier caso después de 3 semanas (Figura
3b), pero la expresion en los geles de los productos 9/2 era todavia ligeramente menor que en los geles del producto
2 y significativamente menor que en los controles. Ademas, no pudo detectarse expresion de desmina, que es el
marcador de las células del musculo terminalmente diferenciadas.

Ejemplo 12a

Protocolo de la transferencia Western: Después de la retirada del medio, los geles se lavaron con 1 ml de solucion
salina tamponada con fosfato y subsiguientemente las células se lisaron en 200 pl de dodecilsulfato de sodio al 2%,
Tris 0,08 My glicerol al 10%. Se reunieron los tres lisados y se midieron las concentraciones de proteina mezclando
10 pl de lisado con 200 ul de reactivo de ensayo de la proteina BCA (Pierce) y leyendo la absorbancia a 562 nm
frente a una serie de patrones de BSA después de una incubacion de 30 minutos a 37°C. Subsiguientemente, se
mezclaron 10 pg de proteina, 3 ul de B-mercaptoetanol, 3 pl de azul de bromofenol y se afadié agua hasta un volu-
men total de 36 ul. La mezcla se hirvié durante 5 minutos y se cargé en un gel de tris(glicina) Novex al 4 % (endo-
glina agrecano o al 10-20% (osteocalcina, a-actina del musculo liso, adiponectina, desmina) (Invitrogen). Los geles
se hicieron correr durante 90 minutos en tampoén de migracién de tris(glicina) (Invitrogen) a un voltaje constante de
130 V. Luego, las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) a una corriente constan-
te de 190 mA durante 90-120 minutos.

Las membranas fueron bloqueadas durante 1 hora en leche desnatada al 5% (Bio-Rad) y sondadas para los respec-
tivos marcadores a una diluciéon 1:500 en leche al 1% durante 2 horas usando los anticuerpos monoclonales para
osteocalcina (clon 190125, R&D Systems), endoglina (clon 166709, R&D Systems), adiponectina (clon 166126, R&D
Systems), a-actina del musculo liso (clon 1A4, R&D Systems) y el anticuerpo policlonal para agrecano (AF1220,
R&D Systems). Las membranas se lavaron 3 veces durante 15 minutos con solucién salina de tampoén Tris/Tween-
200 al 0,1% (TTBS). Luego, los anticuerpos secundarios se equilibraron durante 1 hora a una dilucion 1:3.000 en
leche al 1% seguido por 3 etapas de lavado con TTBS. Las membranas se revelaron por equilibrado de 1 minuto con
soluciéon de analisis para transferencia Western ECL (Amersham Biosciences) y se expusieron a hiperpelicula de
ECL (Amersham Biosciences).

Ejemplo 12b

Las células se fijaron durante 20 minutos con paraformaldehido al 2%/glutaraldehido al 0,2%/cacodilato sédico 0,2 M
a 4°C. Después de lavado con PBS (2x), las muestras se incubaron durante 5 minutos con Triton-X al 0,1% en PBS.
Subsiguientemente, las muestras se lavaron con PBS (2x). A continuacion se afiadio el anticuerpo monoclonal para
osteocalcina humana (R&D Systems, 1:200) en BSA al 1%/PBS y las muestras se incubaron a 4°C durante una
noche. Después de un lavado triple con PBS, se afiadié anticuerpo secundario conjugado con FITC en BSA al
1%/PBS y se incubd durante 2 horas. Las muestras después de un triple lavado con PBS se visualizaron en un mi-
crocospio Nikon Eclipse TE2000 de 10 aumentos.

Ejemplo 13

Se realiz6 una serie de experimentos como para los experimentos de unién del PA 10 con TGF-B1 y BMP-2, excepto
que la concentracién mas alta de TGF-B1 era 20 ng/ml en lugar de 50 ng/ml. Las muestras se aislaron después de
10 dias. El cultivo en presencia de TGF-1 conduce a la diferenciacdn en los linajes del musculo liso y el cart ilago.
La expresion del colageno Il es superior para los geles de union y parece aumentar con el aumento de TGF-31.
Sorprendentemente, se expresan la osteocalcina y el colageno X, lo que indica que ocurre la maduracién hasta la
etapa de condrocitos hipertréficos, lo que es inesperado en este momento temprano. Similarmente, la expresion de
a-actina en el musculo liso aumenta con la concentracion del TGF-B1, pero es superior en los geles de union que en
los geles que no son de unién. Es incluso superior en los controles, pero los niveles de expresion de desmina mues-
tran que estos estan principalmente en las células musculares inmaduras.
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Ejemplo 14

Se determinaron numerosas secuencias de unién para el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), tanto con
el kit de presentacion de fagos de 7 meros como con el de 12 meros, factor de crecimiento de fibroblastos basico
(FGF-2), neurotrofina-3 (NT-3) y laminina-5; *indica los agentes de unién mas fuertes:

VVEGE
7-merns 12-marns
\WPT\A\/NIN PTPI K\/RI HSYN*
YYTVVHHM \/SIl STIPNSMT*
\WHWSI NH Pl TPSAIL I PIFE*
S\W\WAPEH I POKNTIOYEKM
ETEPI AS
THAFR\/M
ASI ESSN
LI T\/SSY
| PYPHYH
5 FGF-2
PMHHHKH
AQVRSGD
KHPPTNW
AMLSHLS
10 DFIQPYQ
VYWSRIE
AMPQRPL
HSRHFHH
RMTQVPL
15 LSTPPLR
NT-3
HTTEILH
PSNYQTS
SYFPSSA
20 EARQSYS
DEPQKAH
TLGLGLH
YMRRSLS
VVLYLPL
25 Laminina-5
SKLNTKS
PTYHHRH
LRHKSLH
RYHPHLH*
30 GRYHHYLH
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Como se ha ilustrado en los ejemplos precedentes, esta invencion proporciona una estrategia de sintesis para molé-
culas anfifilas peptidicas con extremos N libres compatibles con la metodologia estandar en fase sélida. Cuando se
mezclan con los PA con extremos C libres, estas moléculas se auto-ensamblan en nanofibras que contienen estruc-
turas de laminas § muy estables térmicamente que parecen ser mas estables que los co-ensamblajes con los PA de
idéntica polaridad. La nueva oportunidad de crear ensamblajes con los extremos N libres en sus superficies permite
el disefio de nanofibras bioactivas no accesibles previamente con nanoestructuras que exponen el extremo C de la
secuencia peptidica.

Aunque la presente invencion se ha descrito con considerable detalle, con referencia a ciertas de sus realizaciones
preferidas, son posibles otras versiones. Por ejemplo las secuencias de péptidos o proteinas derivadas de un proce-
so de presentacion de fagos pueden usarse para formar anfifilos peptidicos de unién que se unen a proteinas distin-
tas de factores de crecimiento y retienen dichas proteinas. Se podrian acoplar enzimas para formar anfifilos peptidi-
cos de unién que pueden ser auto-ensamblados e inmovilizados sobre las superficies de hidrogeles de nanofibras.
Dichos hidrogeles pueden ser usados como un revestimiento para aplicaciones de sensores. Alternativamente, la
interaccion de unién del péptido derivado por presentacion de fagos acoplado al anfifilo peptidico podria ser selec-
cionada para unir fuertemente péptidos, tales como HGF (factor de crecimiento de hepatocitos) o VEGF vy tratar
diversas enfermedades y estados eliminando dichos factores. Los hidrogeles formados por el auto-ensamblaje de
estos anfifilos peptidicos de unién podrian ser moldeados para insercidon en un sitio de un paciente o para uso en un
sistema de filtracion. Los hidrogeles podrian usarse eliminar péptidos diana como HGF o VEGF de un sitio tal como
una articulacién o un tumor de un paciente o de un fluido de un paciente.
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REIVINDICACIONES
Un compuesto peptidico anfifilico que comprende:

un componente peptidico que comprende un producto de reconocimiento de factores de crecimiento de un pro-
ceso de presentacion de fagos en su extremo N, teniendo dicho producto de reconocimiento una longitud de 1-
13 aminoacidos y siendo capaz de interaccionar con un factor de crecimiento a través de una interacciéon no
covalente que no compite con la union del factor de crecimiento a receptores extracelulares, y

un componente hidréfobo que comprende un resto alquilo que varia de Cg a C2; acoplado a dicho componente
peptidico en su extremo C.

El compuesto de la reivindicacion 1, en donde dicho producto de reconocimiento se selecciona de secuencias de
epitopos que proporcionan interacciones de unién con los factores de crecimiento BMP-2, TGF-B1, VEGF, FGF-
2, NT-3 y laminina-5.

El compuesto de la reivindicacion 2, en donde dicha secuencia de epitopos de unién comprende YPVHPST.

El compuesto de la reivindicacién 3, en donde dicha secuencia esta en una interacciéon de unién no covalente
con el factor de crecimiento BMP- 2.

El compuesto de la reivindicacion 2, en donde dicha secuencia de epitopos de unién comprende LPLGNSH.

El compuesto de la reivindicacién 5, en donde dicha secuencia esta en una interaccion de unién no covalente
con el factor de crecimiento TGF-31.

El compuesto de cualquier reivindicacion precedente, en donde dicho componente peptidico tiene una carga neta
a un pH fisiolégico.

El compuesto de la reivindicacion 7, que comprende residuos seleccionados de alanina, glicina, leucina, cisteina,
valina y serina.

El compuesto de cualquier reivindicacion precedente, en donde dicho resto alquilo esta sustituido, saturado o no
saturado.

El compuesto de cualquier reivindicacion precedente, en donde dicho componente peptidico es sustancialmente
lineal.

Una composicion peptidica que comprende una pluralidad de un primer compuesto peptidico anfifilico segun
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho componente peptidico tiene una carga neta a un
pH fisioldgico.

La composicién de la reivindicacion 11, que comprende ademas una pluralidad de un segundo compuesto pepti-
dico anfifilico, comprendiendo dicho segundo compuesto un componente peptidico y un componente hidréfobo
acoplado a dicho componente peptidico, estando ausente un producto de reconocimiento de factores de creci-
miento y teniendo una carga neta a un pH fisiolégico complementaria de dicha carga neta de dicho primer com-
puesto.

La composicion de la reivindicaciéon 12, en donde la secuencia de aminoacidos del componente peptidico de
dicho segundo compuesto tiene una longitud mas corta que la longitud de la secuencia de aminoacidos de dicho
primer compuesto peptidico.

La composicion de la reivindicacion 13, que comprende un ensamblaje micelar en un medio acuoso.

La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, que comprende al menos un factor de creci-
miento que interacciona no covalentemente con ella.

La composicién de la reivindicaciéon 15, en donde dicho factor de crecimiento se selecciona de BMP-2, TGF-f31,
VEGF, FGF-2, NT-3, laminina-5 y sus combinaciones.

Un método in vitro que usa un compuesto peptidico anfifilico para afectar a la biodisponibilidad de un factor de
crecimiento, comprendiendo dicho método:

proporcionar un ensamblaje micelar que comprende una composicion segun la reivindicacion 13; y
poner en contacto una célula madre con dicho ensamblaje.

El método de la reivindicacion 17, en donde dicho factor de crecimiento es producido por dicha célula madre.
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El método de la reivindicacién 17 o la reivindicacion 18, en donde dicho factor de crecimiento se selecciona de
BMP-2, TGF-1, VEGF, FGF-2, NT-3, laminina-5 y sus combinaciones.

El método de la reivindicacion 19, en donde dicho producto de reconocimiento se selecciona de secuencias de
epitopos que proporcionan interaccion no covalente con uno de los factores de crecimiento BMP-2 y TGF-f31.

El método de la reivindicacién 20, en donde dicha secuencia de epitopos comprende YPVHPST que interacciona
no covalentemente con el factor de crecimiento BMP-2.

El método de la reivindicacion 20, en donde dicha secuencia de epitopos comprende LPLGNSH que interacciona
no covalentemente con el factor de crecimiento TGF-1.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 22, en donde dicho contacto es suficiente para la dife-
renciacion de las células madre.

El método de la reivindicacion 23, en donde dicho ensamblaje comprende el factor de crecimiento BMP-2 y di-
cho producto de reconocimiento comprende una secuencia de epitopos que interacciona no covalentemente con
dicho factor de crecimiento.

El método de la reivindicacion 24, en donde dicha célula madre es una célula madre mesenquimatosa.
El método de la reivindicacion 25, en donde dicha célula madre se diferencia en células éseas.
Un ensamblaje micelar que comprende una composicién segun la reivindicaciéon 13 para uso en medicina.

El ensamblaje de la reivindicacion 27, que es para uso en regenerar tejidos, en donde una célula madre se pone
en contacto con dicho ensamblaje.

El ensamblaje de la reivindicacion 28, en donde dicho factor de crecimiento es producido por dicha célula madre.

El ensamblaje de la reivindicacién 28 o la reivindicacion 29, en donde dicho factor de crecimiento se selecciona
de BMP- 2, TGF-B1, VEGF, FGF-2, NT-3, laminina-5 y sus combinaciones.

El ensamblaje de la reivindicacion 30, en donde dicho producto de reconocimiento se selecciona de secuencias
de epitopos que proporcionan interaccion no covalente con uno de los factores de crecimiento BMP-2 y TGF-p1.

El ensamblaje de la reivindicacion 31, en donde dicho secuencia de epitopos comprende YPVHPST que interac-
ciona no covalentemente con el factor de crecimiento BMP-2.

El ensamblaje de la reivindicacion 31, en donde dicha secuencia de epitopos comprende LPLGNSH que interac-
ciona no covalentemente con el factor de crecimiento TGF-p1.

El ensamblaje de una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 33, en donde dicho contacto es suficiente para la
diferenciacion de células madre.

El ensamblaje de la reivindicacion 34, en donde dicho ensamblaje comprende el factor de crecimiento BMP-2 y
dicho producto de reconocimiento comprende una secuencia de epitopos que interacciona no covalentemente
con dicho factor de crecimiento.

El ensamblaje de la reivindicacién 35, en donde dicha célula madre es una célula madre mesenquimatosa.

El ensamblaje de la reivindicaciéon 36, en donde dicha célula madre se diferencia en células dseas.
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