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DESCRIPCION
Péptidos transportadores para el suministro celular
Campo de la invencion

La invencién se refiere al sector tecnoldgico del suministro de moléculas en células, ya sea en el citoplasma o en el
nucleo, o entre células (transporte célula a célula). Este suministro puede ser util en muchos campos técnicos que
comprenden, entre algunos otros: el diagndstico, la terapia y la farmacologia.

Estado de la técnica

En los ultimos afios se han desarrollado muchas estrategias terapéuticas y farmacos nuevos, y su eficacia
terapéutica ha evidenciado ser altamente dependiente del sistema de suministro de farmacos utilizado. El desarrollo
de transportadores de péptidos que son capaces de llevar un farmaco a su destino intracelular, potenciando su
acumulacién y aumentando la propagacion célula a célula, mejoraria de forma significativa la eficacia y reduciria la
toxicidad de cualquier terapia dada.

Existen varias barreras bioldgicas a nivel celular que debe superar un farmaco dado o una carga util. Entre ellos, se
pueden mencionar la membrana celular y la capa cortical submembranosa de actina. Una vez que los péptidos
transportadores han entrado en la célula, el siguiente obstaculo seria escapar a la degradacion lisosdmica. La
endocitosis mediada por receptor es, probablemente, la ruta mas comun para la captacidon especifica de
macromoléculas. El modo exacto de endocitosis es importante, puesto que determina el trayecto del transito a través
de los diversos compartimentos subcelulares posibles (Zaro). En la mayoria de los casos, el escape endosémico
debe producirse antes de la fusion con un lisosoma para prevenir la degradacién mediante el pH acido lisosomal.
Después de esto, el escape endosdmico es necesario para permitir el acceso del transportador a otros
compartimentos subcelulares, el citosol o el nucleo.

La mayoria de los virus y toxinas han desarrollado una maquinaria bien definida para infectar las células y para
alcanzar el nucleo celular. De hecho, existe una amplia experiencia en el uso de vectores viricos en terapia génica,
pero esta estrategia tiene los efectos secundarios no deseados de introducir muchos otros agentes viricos con una
diversidad de funciones en la célula hospedadora, el riesgo de mutagénesis mediada por el virus, la inmunidad
preexistente frente al vector virico o la estimulacion de una respuesta inmunitaria frente al propio vector (Moffat) o
frente al suero fetal de ternero después de inyecciones repetidas (Bao).

Primera barrera: La membrana extracelular; en el contexto del suministro de farmacos, se han utilizado péptidos
para superar la barrera de la membrana celular, los denominados “péptidos de penetracion celular” (los CPP, por
sus siglas del inglés cell-penetrating peptides) para el transporte de diversos cargamentos con pesos moleculares
varias veces mas grandes que el peso molecular del propio péptido transportador (Futaki). La mayoria de ellos se
han disefiado para superar una o dos barreras celulares, pero son ineficaces frente a las otras. El mecanismo exacto
de internalizacién de estos péptidos, que obtienen acceso directo al citoplasma de la célula independientemente del
tipo celular, todavia no esta claro, pero parece depender de cada tipo de péptido. Se asume que hay mas de un
mecanismo responsable de la internalizacién de las diversas moléculas de carga en la célula (Zaro, Ziegler). Se ha
propuesto que un CPP de origen virico (procedente de la proteina Tat del virus de la inmunodeficiencia humana)
llamado suministro mediado por el péptido Tat, transcurre a través de macropinocitosis dependiente de energia, con
el posterior escape del endosoma al citoplasma y, de forma eventual, su transporte al nucleo a través de los poros
nucleares (Wadia). Otros CPP penetran las células a través de interacciones electrostaticas y de enlaces de
hidrégeno, en mecanismos no dependientes de energia, pero su capacidad de difusion intracelular es mucho mas
limitada (Rothward).

Segunda barrera: membrana endosémica. Después de entrar en la célula mediante algun mecanismo, una segunda
etapa seria evitar la degradacién lisosomica mediante la endocitosis, también conocido como escape endosémico.
Para facilitar el escape endosémico se disefiaron las estrategias descritas anteriormente (Wagner).

Tercera barrera: las enzimas citosélicas. Una vez que el compuesto suministrado esta libre en el citosol podria
degradarse rapidamente. Los acidos nucleicos como el ADN y otros compuestos quimicos, serian susceptibles en el
citoplasma a la degradacion mediante endonucleasas, como las ADNasas y muchas otras enzimas proteoliticas, y
no serian capaces de alcanzar mediante difusion simple, en un entorno celular deseado en unambiente celular
concurrido.

Cuarta barrera: la membrana nuclear hacia adentro y hacia afuera. Para los farmacos que deben alcanzar el nucleo
como el sitio de accion (tales como hormonas, ADN plasmidico, intercaladores de ADN), atravesar la membrana
nuclear supone otra barrera para el suministro de farmacos. La captaciéon nuclear de ADN plasmidico es la etapa
limitante en la tasade transfeccion eficaz y la terapia génica satisfactoria. El nucleo esta separado del citosol por dos
membranas que estan interrumpidas por los poros nucleares (Pante). Se ha descrito que determinadas secuencias
peptidicas, conocidas como sefiales de localizacion nuclear (NLS, por sus siglas del inglés nuclear localization
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signals), interaccionan de forma especifica con factores citoplasmaticos que pueden, después, transportar las
moléculas a través del poro nuclear. Este transporte tiene limitaciones de tamafo, estimado para las moléculas de
aproximadamente 40-45 kDa y de menos de 100 nm de diametro, en promedio. Las NLS son péptidos sin secuencia
consenso general, compuestas mayoritariamente de aminoacidos basicos.

Para la terapia génica o la transfeccién se han descrito varias estrategias para mediar el suministro de enzimas o de
acidos nucleicos al nucleo. Sin embargo, los acidos nucleicos como el ADN son susceptibles en el citoplasma a la
degradacidon mediante nucleasas como las ADNasas, y la movilidad de fragmentos de ADN mas grandes esta
restringida debido al entorno citosoélico hacinado. Ademas, la entrada del ADN en el nucleo depende en gran medida
en la ruptura de la envuelta nuclear que, regularmente, solo se produce durante la mitosis.

Dado que el suministro del ADN al nucleo es uno de los cuello de botella principales en el suministro no virico de
genes, el acoplamiento de péptidos que contienen una NLS al ADN plasmidico o lineal es la estrategia actual para el
suministro, aumentado de estas moléculas de carga al nucleo. Se han probado diversas NLS, entre otros, el péptido
procedente del antigeno T grande del SV40 (Branden, Sebestyen), la NLS procedente de Tat del VIH (Sandgren) o
la secuencia M9 procedente de la ribonucleoproteina nuclear heterogénea (Subramanina). A pesar del concepto
prometedor, existe una falta de consenso con respecto a la potencia de los péptidos NLS en el transporte de acidos
nucleicos. Algunos estudios han demostrado el suministro satisfactorio en el nucleo de oligonucledtidos o de
plasmidos linealizados funcionalizados mediante una NSL (Branden), pero la transferencia de plasmidos intactos o
de moléculas de acido nucleico mas grandes es menos eficaz debido a las limitaciones de tamafo del poro nuclear
(Ciolina). Ademas, informes recientes sugirieron que algunos tumores presentan defectos genéticos en la
magquinaria de exportacion nuclear, con una retencién de los microARN dentro del nucleo asociada, lo que afecta
severamente a la produccion eficaz del gen suministrado de interés (Melo).

El direccionamiento de farmacos antineoplasicos hacia tumores plantea dificultades adicionales en el suministro; los
farmacos solo penetran en algunas células alrededor de los vasos sanguineos (Hambley y Hait, lyer). El problema es
particularmente dificil con los tumores sdlidos, que estan poco perfundidos, y los vasos sanguineos y el sistema
linfatico habitualmente son disfuncionales. Los tumores soélidos presentan elevada presion intersticial y la filtracion de
los vasos tumorales afecta la permeabilidad potenciada y el efecto de retencion (Sugahara). La fibrosis intersticial
puede ademas retardar la difusion de compuestos a través del tumor.

Los resultados con nanoparticulas dirigidas a las células tumorales también son limitados utilizando las estrategias
previas. Las nanoparticulas son particulas pequefas (de unos pocos a 200 nm de diametro, en promedio), que
pueden servir como transportadores de farmacos o de compuestos farmacéuticos, y de agentes de contraste para la
formacion de imagenes en medicina, que permiten muchas cargas distintas y que aumentan la estabilidad y las
propiedades farmacocinéticas de los farmacos a suministrar. Aunque pequefias en comparacion con las células, las
nanoparticulas son mucho mas grandes que la mayoria de las moléculas y tienen menos probabilidad de penetrar
las membranas y obtener acceso a las células tumorales que los farmacos, que tienen masa molecular mas
pequefia, que los péptidos o incluso que los anticuerpos.

Sorprendentemente, la presente invencion puede superar todas las barreras y limitaciones enumeradas
anteriormente. El Unico concepto inventivo que subyace en la presente invenciéon y que vincula todas las distintas
realizaciones de la invencion divulgadas y/o reivindicadas en el presente documento, es el descubrimiento
inesperado del uso de péptidos que pueden interactuar con la maquinaria de transporte celular unida a los
microtubulos, para el transporte y suministro de moléculas dentro de las células sin restriccién de tamafo. Este
transporte y suministro incluye transportar moléculas hacia adentro y hacia afuera del nucleo celular, y también el
transporte y suministro célula a célula. Los péptidos imitan los mecanismos fundamentales del transporte celular en
su conjunto, sin los efectos no deseados de un vector virico. Ademas, las moléculas que transportan los péptidos de
la invencion mantienen durante el transporte y el proceso de suministro sus propiedades fisicas, quimicas, biolégicas
y funcionales.

A los fines de la presente invencion, la expresion “péptidos que se unen a proteinas del complejo motor microtubular
de la célula”, debe interpretarse como péptidos que tienen la capacidad de unirse a las proteinas anteriormente
mencionadas. De manera analoga, “péptidos de unién a dineina” debe leerse como péptidos que tienen la capacidad
de unirse a dineina.

El transporte dependiente de microtubulos es muy eficaz en el transporte de proteinas, acidos nucleicos y 6érganulos
en la célula normal. La invencién se basa en dicho transporte microtubular y comprende péptidos transportadores
que reconocen una molécula del sistema motor microtubular y, asi, pueden atravesar el citosol con cargas utiles que
van desde unos pocos aminoacidos hasta el tamafio de organulos, hacia el area perinuclear en el centro organizador
de microtubulos (COMT). El uso de este sistema de transporte con base en el motor molecular celular no tiene
precedente en el estado actual de la técnica del transporte/suministro celular. En la naturaleza, solo los virus han
desarrollado mecanismos para reconocer alguna proteina del complejo motor microtubular y, mediante este medio,
transportarse a través del citoplasma. Ademas, la caracteristica mas inesperada de la presente invencion es la
posibilidad de manipular este transporte celular para superar no solo el citosol, sino cualquier otra barrera celular
existente seleccionada de: membrana nuclear, transito hacia adentro y hacia afuera del nucleo, citoplasma y
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membrana citoplasmatica. Esto permite el transito a través de una célula a otra, proyectando las cargas hacia las
proyecciones celulares y a través de contactos célula-célula, como los inventores mostraran a continuacion,
mediante un movimiento de transporte intra e intercelular rapido mas alla de los limites celulares.

En general, los motores moleculares son maquinas moleculares bioldgicas que son los agentes esenciales del
movimiento en los organismos vivos. Hablando en términos generales, un motor puede definirse como un dispositivo
que consume energia en una forma y la convierte en movimiento o trabajo mecanico; por ejemplo, muchos motores
moleculares basados en proteinas aprovechan la energia quimica libre liberada mediante la hidrélisis de ATP para
realizar trabajo mecanico. Algunos ejemplos de motores moleculares son la actina, la dineina, la kinesina, la
miosina, la calmodulina, la dinamina, la ATP sintasa, las helicasas, las polimerasas, las topoisomerasas, la prestina,
etc.

Las proteinas motoras son una clase de motores moleculares que tienen la capacidad de moverse a lo largo de la
superficie de un sustrato adecuado. Estan accionadas por la hidrélisis de ATP y convierten energia quimica en
trabajo mecanico. Algunas de estas proteinas motoras celulares estan asociadas con el citoesqueleto y se mueven a
lo largo de filamentos de microtubulos. En la célula normal, las proteinas motoras del citoesqueleto estan
organizadas en el sistema del complejo motor microtubular.

El sistema del complejo motor microtubular es un gran complejo macromolecular compuesto por distintas proteinas
motoras tales como la dineina, la dinactina, p150-Glued y proteinas reguladoras tales como LIS1, NDEL1, NDE1 y
NUDC. Las proteinas motoras son la fuerza impulsora responsable de la mayoria del transporte activo de proteinas
y vesiculas en el citoplasma. Las kinesinas y las dineinas desempefian papeles esenciales en el transporte
intracelular tal como el transporte axoénico, y en la formacién del huso mitético y la separacion de los cromosomas
durante la mitosis y la meiosis.

La dineina es una proteina del complejo motor microtubular que estd compuesta por cadenas pesadas, intermedias
y ligeras. Se han descrito varias familias de cadenas ligeras de la dineina. Existen hasta seis cadenas ligeras que
pertenecen a tres familias de proteinas (DYNLL/DLC8, DYNLT/tctex y DYNLRB/LC7/roadblock), dos cadenas
intermedias ligeras (DYNC1LI o DLIC) y dos cadenas intermedias (DYNC1l o DIC), a todas las cuales se las ha
relacionado con la union a la carga y tienen la capacidad de transportar un amplio intervalo de cargas. Las cadenas
pesadas son proteinas globulares que producen la hidrélisis de adenosina trifosfato (ATP) para generar la energia
necesaria para el movimiento. De hecho, la dineina es la responsable del reposicionamiento del aparato de Golgi
después de la mitosis de la célula, lo que da una idea de la capacidad de esta molécula para transportar organulos
de gran tamano. En el documento W02004015083 se divulga que la dineina y la kinesina son proteinas motoras que
tienen la capacidad de transportar macromoléculas al nucleo o la regidon perinuclear de forma intracelular,
potenciando de este modo la captacion de un farmaco en una localizacion subcelular diana.

Las kinesinas estan implicadas en la reposicion de dineina en las puntas de los microtibulos en la periferia celular
llamadas extremos “plus", en donde se acumula. Los extremos “plus” son los extremos de los microtiubulos en
crecimiento. Existen otras funciones de la dineina en los extremos "plus” de los microtubulos tal como la captura
cortical de los microtubulos, el suministro de las sefiales que regulan el citoesqueleto de actina y la captura de
cargamentos vesiculares para el movimiento dependiente de dineina. El motor molecular dineina y las moléculas
asociadas (dinactina, p1509ed, etc.) son parte de un complejo motor multifuncional implicado en la polarizacién
celular, la proyeccion de lamelipodios y de filopodios, lo que aumentan los contactos entre células (Dujardin).

Las fracciones del transportador peptidico capaces de unirse a la dineina motora microtubular que son el objeto de
la presente invencion, permitirian el suministro de moléculas o de estructuras (cargamentos) no solo dentro de la
célula, sino también hacia adentro y hacia afuera del nucleo celular, propagandose de este modo rapidamente a las
células vecinas. Los péptidos transportadores de la presente invencion tienen la capacidad de aprovechar las
propiedades del complejo motor microtubular y controlar la permeabilidad del compartimento nuclear por si mismos,
como se demuestra en la presente invencion, debido a la propiedad exclusiva de la dineina de desensamblar la
envoltura nuclear (Salina) mas alla de las limitaciones de tamafio intrinsecas del transporte por el poro nuclear de las
NLS. Aunque la dineina se ha utilizado como prueba de concepto para la presente invencion, la solucidn técnica
anteriormente mencionada que ofrece la invencion, como se divulga en este documento, no se limita a los péptidos
que se unen a la dineina sino a cualquier péptido que se une proteinas del complejo de microtubular de la célula. De
hecho, en la Tabla 1, ademas de los péptidos que se unen a la dineina que comprenden las secuencias de
aminoacidos representadas por las SEQ ID NO: 1 a 10 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de
referencia), y del control comparativo representado por la SEQ ID NO: 12, también se menciona un péptido adicional
del motor molecular miosina (TransMy, representado por la SEQ ID NO: 11).

En la presente invencion, se demuestra que las inesperadas propiedades dinamicas de los péptidos que comparten
como caracteristica técnica, su capacidad de uniéon a una proteina motora molecular celular natural, uno de los
componentes del complejo motor microtubular, preferentemente la dineina celular. La presente invencion se centra
en el uso de esos péptidos para fines de transporte y/o de suministro accionados por el complejo motor celular. Los
péptidos permiten el movimiento rapido de sustancias cargadas dentro de las células, a través del citoplasma, hacia
adentro y hacia afuera del ndcleo celular y de célula a célula, siendo la primera consecuencia que este transporte
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estimula la eficacia de captacion celular de las sustancias a suministrar deseadas.

Ademas, la presente invencion demuestra que los péptidos son Utiles para suministrar otras sustancias de distinta
composicién quimica, de vehiculos, ya sea de tamafio pequefio 0 mas grande, o de estructuras complejas tales
como las nanoparticulas. Los péptidos de suministro celular a la célula habitualmente estan acoplados a otras
estructuras, como se divulga en el estado de la técnica, tales como dendrimeros, aptameros, sujetos a hélices
macromoleculares, etc.; siendo las mas ampliamente utilizadas las micro- o nanoparticulas, los nanotransportadores,
los polimeros, los armazones o los liposomas, los que potenciarian la estabilidad, la vida media y otras propiedades
farmacocinéticas de cualquier farmaco o producto suministrado (Subramanian). En la actualidad, la investigacion en
nanoparticulas terapéuticas se realiza para dirigir el suministro de los farmacos de forma mas precisa, para mejorar
su solubilidad, para prolongar su vida media, para mejorar la eficacia, para reducir la toxicidad a través de la
potenciacion de la especificidad y para reducir la inmunogenicidad.

El direccionamiento de nanoparticulas es particularmente importante para las aplicaciones en oncologia y, hasta la
fecha, las estrategias terapéuticas aprovechan la acumulacion pasiva en tumores de las nanoparticulas
manipuladas, debido a la permeabilidad potenciada y al efecto de retencion que existe en los tumores (Hamble y
Hait). Como se describe anteriormente, esta acumulacion es un proceso pasivo, no selectivo, que permite que se
acumulen en el tumor macromoléculas de un determinado intervalo de tamafios. Por el contrario, la presente
invencién muestra que la unién a los péptidos transportadores de los inventores proporciona un transporte activo y
selectivo mas eficaz, que atraviesa de forma activa los limites celulares accionado por los motores moleculares
celulares.

Los ligandos conjugados con la superficie de las nanoparticulas manipuladas pueden influir en el modo de
internalizacion en la célula. Como ya se divulgé en el estado de la técnica, se ha demostrado que los ligandos tales
como el acido fdlico, la albumina y el colesterol, para superar la barrera de la membrana celular , facilitan la
captacién a través de la endocitosis mediada por caveolina, mientras que los ligandos para los glucorreceptores,
promueven la endocitosis mediada por clatrina (Bareford). Ninguno de ellos tiene la capacidad dinamica que pueden
presentar los péptidos transportadores objeto de la presente invencion.

Para poner en evidencia esas propiedades, se han elegido nanoparticulas de oro-tiopronina unidas a los péptidos de
suministro de la invencion, en comparacién con las mismas particulas unidas a un péptido de penetracién celular
que no se une a ningun motor molecular celular como ejemplo comparativo de control. Las nanoparticulas de oro de
distintos tamafios se han utilizado ampliamente debido a la falta de toxicidad y la facil eliminaciéon mediante
depuracioén renal (Howard). Las nanoparticulas pueden fusionarse a tiopronina u otras moléculas para mejorar la
estabilidad de la nanoparticula y prevenir la agregacion, como se divulga previamente en el estado de la técnica.

La presente invencion incluye aspectos particulares de nanoparticulas terapéuticas, criticos para su uso eficaz, en
los que las nanoparticulas se han funcionalizado con las secuencias peptidicas pequefias de suministro de la
invencién, que se unen a uno de los componentes de proteina del complejo motor microtubular, preferentemente el
motor molecular dineina. Por medio de este nuevo concepto, la presente invencién muestra que las nanoparticulas
funcionalizadas tienen la capacidad de involucrar al transporte dependiente de microtubulos y hacerse moviles,
accionadas por los motores moleculares celulares. Mediante este transporte celular activo, las nanoparticulas que
portan cualquier carga util, adquieren la propiedad de moverse de forma segura en el entorno intracelular por todo el
citosol, hacia adentro y hacia afuera del nucleo celular, y de ser suministradas de célula a célula mas alla de los
limites. Ademas, cuando los péptidos que se unen al complejo motor microtubular de la invencion estén unidos a las
nanoparticulas, la concentracion intracelular de las nanoparticulas se ve aumentada de forma inesperada, asi como
sus propiedades dinamicas y su capacidad de ser dirigidas a través de las barreras intra- e intercelulares. Las
nanoparticulas funcionalizadas, accionadas por los péptidos propulsores de suministro de la presente invencion,
pueden entrar y salir del nucleo, propagarse a través de las proyecciones celulares y de los contactos entre células,
alcanzando células vecinas con elevada eficacia, como los inventores muestran en los ejemplos.

Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invencion

La invencion se refiere a péptidos que se unen a proteinas del complejo motor microtubular, preferentemente, a
péptidos de unién dineina, que comprenden las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como
ejemplos de referencia), que tienen la capacidad de suministrar moléculas en la célula, ya sea en el citoplasma, en
el nucleo o a niveles intercelulares (transporte célula a célula). Por lo tanto, dichos péptidos pueden utilizarse en
muchos campos técnicos que comprenden, entre algunos otros: el diagnéstico, la terapia y la farmacologia. Dichos
péptidos, algunos de origen virico, pueden imitar los mecanismos viricos fundamentales de entrada y transporte
celulares en su conjunto, sin los efectos no deseados de los vectores viricos mencionados anteriormente. Estas
secuencias se han identificado definiendo el dominio de proteina minimo que interactia con la maquinaria de
transporte celular unida a los microtubulos. Por lo tanto, la presente invencién muestra de forma sorprendente las
propiedades dinamicas de los péptidos como péptidos transportadores para el suministro, accionados por el
complejo motor molecular intracelular. Los péptidos de la invencion permiten el movimiento rapido de las sustancias
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cargadas, ya sea dentro de la célula, a través del citoplasma, hacia adentro y hacia afuera del ndcleo celular y de
célula a célula, siendo la primera consecuencia de su uso como transportadores el estimulo de la eficacia de
captacion celular de las sustancias deseadas (por ejemplo, farmacos o productos farmacéuticos) a suministrar.

Los péptidos de la invencidn son utiles para suministrar sustancias, tales como las nanoparticulas. Por lo tanto, la
presente invencion incluye aspectos particulares de nanoparticulas terapéuticas, criticos para el uso eficaz, en los
que las nanoparticulas se han funcionalizado con las secuencias peptidicas pequefias de suministro de la invencion,
tomadas a partir de una proteina de origen virico o celular, que se unen a la proteina del complejo motor
microtubular dineina. Por medio de este concepto nuevo, la presente invencion demuestra que las nanoparticulas
funcionalizadas tienen la capacidad de involucrar al transporte dependiente de microtibulos y de hacerse méviles,
accionadas por los motores moleculares celulares. Mediante este transporte celular activo, las nanoparticulas que
portan alguna carga util adquieren la propiedad de moverse de forma segura en el entorno intracelular a través del
citosol, hacia adentro y hacia afuera del ndcleo celular y se suministran, a través de los limites, de célula a célula.
Ademas, como se describe anteriormente para el péptido propulsor unido a otros péptidos o compuestos quimicos,
cuando esta unido a nanoparticulas, la concentracion intracelular de las nanoparticulas se ve aumentada de forma
inesperada, asi como sus propiedades dinamicas y su capacidad de ser dirigidas a través de las barreras intra- e
intercelulares. Las nanoparticulas funcionalizadas accionadas por este péptido propulsor de suministro, incluido en
la presente invencion, pueden entrar y salir del nucleo, propagarse a través de las proyecciones celulares y de los
contactos entre células, alcanzando células vecinas con elevada eficacia.

Las realizaciones preferentes de la invencion se detallan en las reivindicaciones.

Una de esas realizaciones son péptidos que se unen a proteinas que son componentes del complejo motor
microtubular, preferentemente péptidos de unién a dineina, para su uso en el transporte y/o el suministro de
sustancias a cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido que comprende el citoplasma,
el nucleo, el nucleolo, mejorando la capacidad de la sustancia transportada/suministrada de acumularse en la célula;
atravesando cualquier barrera celular y comprendiendo la difusion célula a célula. Son particularmente preferentes
los péptidos de unién a proteina que comprendan al menos una secuencia de aminoacidos representada por las
SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), que tengan
preferentemente la secuencia de aminoacidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID
NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), mas preferentemente que comprendan la secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 6, y aun més preferentemente que tengan la secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 6.

Los péptidos de union al complejo motor microtubular de la invencién son particularmente adecuados para su uso en
el transporte y/o el suministro de sustancias organicas, preferentemente seleccionadas entre: derivados hormonales,
factores de crecimiento, péptidos, proteinas, polimeros, polisacaridos, enzimas, lipidos, acidos nucleicos, farmacos o
productos farmacéuticos; o de sustancias organicas preferentemente seleccionadas entre: metales, oro, 6xido de
hierro o compuestos magnéticos. A modo de ejemplo, las sustancias preferentes a transportar/suministrar mediante
los péptidos de la invencién se seleccionan entre: flagelina de Salmonella; farmacos antinflamatorios; farmacos
analgésicos; interferones; citoquinas; anticuerpos; antigenos, preferentemente, TERTh, M2 del virus de la gripe o
ACE; agentes antitumorales o quimioterapéuticos, preferentemente, leucovorina, doxorrubicina o péptidos
inhibidores de TERTh; agentes terapéuticos o indicadores de diagndstico.

Otra realizacion preferente de la invencion son péptidos de unién al complejo motor microtubular, tales como los
péptidos de union a dineina, unidos a una estructura seleccionada entre: nanoparticulas, dendrimeros, virus,
liposomas, micelas, armazones, redes, superficies o matrices, mas preferentemente, una nanoparticula
funcionalizada y, méas preferentemente, una nanoparticula funcionalizada unida a un péptido de unién al complejo
motor microtubular, preferentemente unida a un péptido de unién a dineina, en el que dicho péptido de unién a
proteina comprende al menos una secuencia de aminoacidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO:
2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), preferentemente que tengan la secuencia de aminoacidos
representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia),
mas preferentemente que comprendan la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 6 y aun, mas
preferentemente, que tengan la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 6.

En una realizaciéon adicional de la invencién, las estructuras funcionalizadas mencionadas anteriormente, en
particular las nanoparticulas funcionarizadas, comprenden adicionalmente al menos un adyuvante seleccionado
entre: polimeros, preferentemente PEG, protamina o avidina.

Otra realizacion preferente de la presente invencidon son composiciones, en particular composiciones farmacéuticas,
que comprenden un péptido de unién al complejo motor microtubular, tal como un péptido de unién a dineina, o una
estructura funcionalizada, preferentemente una nanoparticula funcionalizada, unida a un péptido de unién al
complejo motor microtubular, preferentemente a un péptido de unién a dineina, acoplada a una sustancia a
suministrar a cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido, que comprende el citoplasma,
el nucleo, el nucléolo, mejorando la capacidad de la sustancia transportada/suministrada de acumularse en la célula;
atravesando cualquier barrera celular y comprendiendo la difusion célula a célula. Las composiciones mas
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preferentes, de acuerdo con la presente invencién, comprenden un péptido de unién al complejo motor microtubular,
preferentemente un péptido de unién a dineina, en las que dichos péptidos de unién a la proteina comprenden al
menos una secuencia de aminoacidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10
citadas como ejemplos de referencia), que tengan preferentemente la secuencia de aminoacidos representada por
las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), mas preferentemente
que comprendan la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 6 y aun mas preferentemente que
tengan la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 6.

Las composiciones preferentes de acuerdo con la presente invencién también pueden comprender una estructura
funcionalizada unida a un péptido de unién al complejo motor microtubular, preferentemente a un péptido de unién a
dineina, en las que dicho péptido de unién a la proteina comprende al menos una secuencia de aminoacidos
representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia),
preferentemente que tengan la secuencia de aminoacidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2y
SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), mas preferentemente que comprendan la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 6 y aun méas preferentemente que tengan la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 6.

Entre las composiciones farmacéuticas de la invencion, son preferentes las composiciones de vacunas que
comprenden un péptido de unién al complejo motor microtubular, preferentemente a un péptido de unién a dineina, o
una estructura funcionalizada unida a un péptido de unién al complejo motor microtubular, preferentemente a un
péptido de unién a dineina, en las que dichos péptidos de union a la proteina comprenden al menos una secuencia
de aminoacidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de
referencia), preferentemente que tengan la secuencia de aminoacidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11
(SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), mas preferentemente que comprenda la
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 6 y aun mas preferentemente que tenga la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 6, estando adicionalmente el péptido mencionado anteriormente
acoplado a un antigeno a suministrar en cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido
que comprende el citoplasma, el nucleo, el nucleolo, mejorando la capacidad del antigeno transportado/suministrado
de acumularse en la célula; atravesando cualquier barrera celular y comprendiendo la difusiéon célula a célula.

Ademas, otras composiciones farmacéuticas preferentes de acuerdo con la presente invencién son las
composiciones antivirales, que comprenden una estructura funcionalizada, preferentemente una nanoparticula
funcionalizada, unida a un péptido de unién al complejo motor microtubular, preferentemente a un péptido de union a
dineina, en las que dichos péptidos de unidén a proteina comprendan al menos una secuencia de aminoacidos
representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia),
preferentemente que tengan la secuencia de aminoacidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQID NO: 2y
SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), mas preferentemente que comprendan la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 6 y aun mas preferentemente que tengan la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 6; siendo dicha composicion antiviral capaz de suministrarse en
cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido que comprende el citoplasma, el nucleo, el
nucleolo, mejorando la capacidad de la estructura funcionalizada de acumularse en la célula; atravesando cualquier
barrera celular y comprendiendo la difusion célula a célula.

Para los fines de la presente invencion el término “comprende” o “que comprende” desde el principio de la presente
descripcion de patente, incluye, de forma especifica, el término “que consiste” o “que consiste en”, cuando se hace
referencia, en particular, a secuencias bioldgicas. Quiere decir que los péptidos de la invencién pueden
“comprender” cualquiera de las secuencias enumeradas en la Tabla 1 junto con otras secuencias o moléculas o, en
una realizacion preferente, los péptidos de la invencién pueden “consistir en” cualquiera de dichas secuencias
enumeradas en la Tabla 1, significando el ultimo caso que los péptidos de la invencion estan restringidos de forma
precisa al fragmento identificado como tal por la SEQ ID NO.

Descripcion detallada de la invencién
Las secuencias de los péptidos, de acuerdo con la presente invencién, que se unen al motor molecular celular

dineina, de origen virico y celular, impulsando asi el movimiento intracelular unido al complejo motor microtubular, se
muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1
SEQID NO SECUENCIA NOMBRE
SEQID NO: 1 TASQT Péptido 1
SEQ ID NO: 2 Citada como ejemplo de KSTQT Péptido 2
referencia
SEQID NO: 3 KNTMT Péptido 3
SEQ ID NO: 4 TTQNTASQT Péptido 4
SEQID NO: 5 TVTTQNTASQT Péptido 5
SEQID NO: 6 HPAEPGSTVTTQNTASQTMS DynPro
SEQIDNO:7 MSLLTEVETPIRNEWGSRSNGSSDP DynProM2
HPAEPGSTVTTONTASQTMS
SEQID NO: 8 YTTQNTASQTMS TransShort
SEQID NO: 9 HPTEPYTTVTTQNTASQTMS TransBA
SEQ ID NO: 10 Citada como ejemplo de FPNPSGRSSEDKSTQTAG TransRB
referencia
SEQ ID NO: 11 PKDDKNTMTD TransMy
SEQ ID NO: 12 SLVSSDESVLHGSHESGEHV Péptido de control
INTCT3

Todos los péptidos divulgados en la Tabla 1, excepto la SEQ ID NO: 12 (INTCT3) que es el control comparativo, son
péptidos de union al complejo motor microtubular. INTCT3 es una secuencia de aminoacidos aleatoria fusionada a
una cola de 8 argininas, el cual es un péptido de penetracion celular (CPP) que no se une a ningun motor molecular
celular. Todos los péptidos mencionados se ensayaron en la presente invencion con el fin de ilustrar y mostrar que
cualquier péptido de unién al complejo motor microtubular, y no solo los péptidos comprendidos en la Tabla 1, puede
utilizarse de forma satisfactoria para transportar y/o suministrar sustancias a cualquier diana requerida, en cualquier
compartimento celular requerido, que comprende la difusion de célula a célula y el suministro de la sustancia. Por lo
tanto, la presente invencion incluye para dicho fin el uso de cualquier péptido que se una al complejo motor
microtubular y/o cualquier péptido de unién a dineina, e incluye los péptidos comprendidos en la Tabla 1.

Los péptidos de unién al complejo motor microtubular ensayados en la presente invencion se sintetizaron
preferentemente con una pureza del 95 %. Pueden comprender de forma opcional ya sea una cola de glicinas (G) en
el extremo N-terminal o una cola de argininas (R) en el extremo C-terminal. En una realizacion preferente de la
invencion, la cola de glicinas (G) también puede comprender un resto lisina (K) unido a TAMRA (tetrametilrodamina).
En otra realizacion preferente de la invencion, los péptidos no comprenden la cola de glicinas (G) en el extremo N-
terminal, pero pueden estar unidos a rodamina B.

Estos péptidos transportadores propulsados por el motor molecular fueron capaces de transportar con elevada
eficacia cualquier molécula o farmaco unido a ellos, como demostraran los inventores en el presente documento.

La proteina rodamina B se unié al péptido de suministro como una carga util y se afadié a células Vero. Su
movimiento se registré mediante videomicroscopia a intervalos regulares y se comparé con el de la rodamina unida
a los péptidos control que carecen de la secuencia peptidica de unién a dineina (control interno INTCT3). La
captacion celular de rodamina B fue muy eficaz y esta proteina fluorescente se acumuld rapidamente en el
citoplasma de las células tratadas cuando estaba unida a un péptido de union a dineina, tal como DynPro (significa
Propulsado por Dineina; Fig. 1A, a,c). DynPro se tomd solo como un ejemplo, si bien otros péptidos que se unen a
dineina representados en la Tabla 1, presentaron propiedades similares, como TransRB (SEQ ID NO: 10 citado
como ejemplo de referencia) o TransBA (SEQ ID NO: 9) (Fig. 1Ae,f). La fluorescencia de la rodamina B o de
TAMRA se encontré distribuida y acumulada cerca del nucleo, en la zona del centro organizador de microtubulos
(COMT). Los péptidos se observaron como puntos fluorescentes rojos que se movian rapidamente, que seguian el
movimiento de la dineina a lo largo de los microtubulos (Fig. 1A, a,c). Por el contrario, en las células tratadas con el
péptido INTCT3, que no se une a la dineina, unido a rodamina B o TAMRA, se encontré en la membrana celular o
escasamente disperso en el citoplasma y la sefial fue mas baja tras 18 horas después de la adicién, incluso
aumentando 3 veces la dosis del péptido control afiadido al cultivo (debido a la ausencia de retencién celular de la
proteina fusionada al péptido comparativo o control, que no se une a dineina) (Fig. 1Ab,d), que la sefial observada
utilizando DynPro. La rodamina B/TAMRA unida a los péptidos de unién a dineina se observé dentro de las células
desde los primeros minutos después de anadir el péptido a los cultivos, y se acumulé con el tiempo, como se
comprueba mediante la sefial fluorescente creciente dentro de las células (Fig. 1B). Los péptidos que representan
las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 1-11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplo de
referencia), mostraron todos una distribucion intracelular y propiedades dinamicas similares.

La videomicroscopia a intervalos regulares desvel6 un movimiento con elevada velocidad de la rodamina B unida al
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péptido transportador. Su movimiento intracelular permitié un transporte rapido de la molécula desde la periferia de
la célula hacia la zona perinuclear en el COMT (Fig. 1A, a,c). Ademas, fue posible observar el movimiento
bidireccional hacia las proyecciones de la célula y el transporte intercelular a lo largo de los contactos entre células
(Fig. 1C b-d punta de flecha). Este movimiento elevadamente eficaz, la propagacion y la transmisién intercelular no
se habian descrito nunca antes en el estado de la técnica. Los mismos experimentos se realizaron utilizando
tetrametilrodamina (TAMRA) en lugar de rodamina B, obteniendo resultados idénticos. Se probaron diversas
formulaciones de los péptidos de la Tabla 1 obteniendo resultados similares. Sin embargo, DynPro fue preferente
debido a sus propiedades de solubilidad y uso facil.

Se probaron distintas lineas celulares procedentes de diversas especies: ser humano, mono, canina, hamster,
insectos, etc., y de distintos origenes tisulares, a modo de ejemplo: fibroblastico, epitelial, neuronas, macréfagos,
linfocitos y también lineas celulares transformadas o tumorales, como las de carcinoma de cuello uterino o
neuroblastoma. Los péptidos de unién a dineina presentaron las mismas propiedades en todos los tipos celulares,
independientemente de la especie, origen tisular y/o estado de la célula transformada o tumoral (Fig. 1 C a-d).

Para enfatizar como las propiedades dinamicas de los péptidos dependen del movimiento dependiente de
microtubulos, los inventores analizaron los microtubulos en las células tratadas con el péptido, con distintos
métodos, para demostrar la colocalizacién con estas estructuras. En las células transfectadas con alfa-tubulina-GFP
y/o tefiidas para microtubulos con anticuerpos marcados, los péptidos transportadores/de suministro de la presente
invencion mostraron colocalizacién con los microtibulos. La rodamina unida al péptido transportador se movio
utilizando el transporte dependiente de microtubulos hacia el nucleo, y se agrupd en el centro organizador de
microtubulos o COMT (Fig. 2). La dineina propicia la polarizacién celular hacia la periferia, y se encontré una intensa
acumulacién de los péptidos transportadores de la invencion en las extensiones de la célula; ya sea en las
extensiones laminares llamadas lamelipodios y/o las proyecciones finas llamadas filopodios, y pasando a través de
las conexiones entre células, comprobando por lo tanto que los péptidos de la invencion viajaron entre las células
(Fig. 2). La proteina rodamina B unida al péptido de suministro se transporté de forma activa a través de las uniones
y conexiones célula-célula tales como las uniones adherentes entre células (a modo de ejemplo en las células
epiteliales), los filopodios y otros procesos y extensiones, tales como nanotubos, uropodios, podosomas, etc. Este
bombeo hacia fuera de la proteina dio como resultado la propagacion de forma rapida entre las células por todo el
cultivo celular.

Los péptidos de la invencién colocalizaron con los microtubulos, con los anticuerpos anti-cadena ligera de la dineina
(anticuerpo anti-DLC8 generado en conejos) y corrieron en paralelo con otras cadenas del complejo motor
microtubular, como la cadena intermedia, como se demostré utilizando anticuerpos especificos anti-cadena
intermedia (Fig. 2e). Se analizé la localizacidon intracelular de la rodamina y se encontré un elevado porcentaje de
colocalizacién con un marcador de lectina (aglutinina de germen de trigo; AGT), que se distribuye de forma amplia
en las membranas y los endosomas. Ademas, este marcador tifid las uniones y conexiones célula-célula, en donde
se encontraron los péptidos colocalizando con la AGT, a medida que viajaban de célula a célula (Fig. 2f).

La prueba de este transporte célula a célula de la proteina suministrada por los péptidos transportadores de la
invencion, muestra la capacidad de propagar cualquier proteina de interés a un elevado numero de células. Dado
que esta propagacion se mantiene intracelular, aumenta la retencion celular del compuesto suministrado y evita las
pérdidas o filtraciones de la proteina, lo que podria a su vez permitir la reduccion de la dosis inicial de cualquier
proteina candidata a ser transportada. Esta propiedad de los péptidos transportadores/de suministro de la invencion
la haria especialmente favorable su distribucion en compartimentos aislados o escasamente vascularizados.
Ademas, reduce la exposicién del compuesto al entorno extracelular, lo que podria beneficiar la biodistribuciéon de un
determinado compuesto a transportar y eventualmente, colaborar en el “ocultamiento” del compuesto, para reducir
su reconocimiento por parte del sistema inmunitario y su potencial inmunogénico contra el propio transportador.

En paralelo, se ensay6 en cada experimento un péptido de control que no se une a motor (INTCT3), que mostré una
sefial mas baja incluso aumentando 3 veces su concentracion inicial. Este se mantuvo en la periferia celular y
apenas se observd sefal del péptido dentro de las células, careciendo del movimiento rapido registrado con el
péptido de unién a dineina (DynPro). Ademas, INTCT3 carecia de la propiedad de acumularse y/o del trafico de
célula a célula (Fig. 1Ac, d).

Se demostrd que el transporte de péptidos de suministro es dependiente de los microtubulos, como corresponde al
movimiento dependiente de la dineina motora microtubular. La presente invencién muestra como el transporte puede
detenerse con farmacos despolimerizantes de microtubulos, como el nocodazol, y que tras el lavado del farmaco el
transporte se recuperd (Fig. 3). No obstante, otros agentes farmacolégicos despolimerizantes del citoesqueleto de
actina (latrunculina A o jasplakinolida) no inhibieron este movimiento debido a que el transporte dependiente de
dineina no es dependiente de actina.

Otro interés particular del transporte unido a los péptidos de unién a dineina es que suministran las cargas a través
de la membrana nuclear, hacia adentro y hacia afuera del nucleo (Fig. 4). Esto depende de la propiedad de la
dineina de interactuar de forma dinamica con la envoltura nuclear permitiendo el ensamblado y reensamblado de la
lamina nuclear. Se ha encontrado que los péptidos transportadores de la presente invencién podian transportar la
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proteina rodamina a través de la envoltura nuclear y de la lamina nuclear, como se demostré en las células
transfectadas con lamina B1-GFP (Fig. 4).

Después, los péptidos de suministro de la invencién tuvieron la capacidad de atravesar la envoltura nuclear para
llegar al nucleo. Se acumulan en el nucléolo, o entran en este organulo, se mueven y salen de nuevo (Fig. 5a). El
uso de los péptidos transportadores de la presente invencién supera la limitacion de los péptidos sefal de
localizacién nuclear NLS, que pueden suministrar moléculas al nucleo pero dentro de la fuerte limitacion del tamafio
del poro nuclear. Se ha sugerido recientemente otra limitacion unida a tal direccionamiento especifico, dado que
algunos protocolos de terapia génica fueron menos eficaces de lo esperado, debido a que el producto suministrado
permanecia retenido dentro del nucleo. Esta circunstancia, como se mencioné anteriormente, no se producira con
los péptidos transportadores de la presente invencion. No se encontré ni modificaciones de la viabilidad celular ni de
la proliferacion celular con ninguna formulacion del péptido de la presente invencién (Fig. 5 b-e).

Ademas, se ensayo el transporte del antigeno de la gripe M2 como carga util, unido al péptido transportador DynPro
(Fig. 6). El antigeno de la gripe M2 se ha utilizado en el estado de la técnica como una vacuna de la gripe, pero en la
presente invencion los inventores utilizaron la vacuna de la gripe M2 fusionada con el péptido transportador objeto
de la presente invencién. Los inventores muestran que la distribucién intracelular y el movimiento del antigeno de la
gripe M2 eran coincidentes con el del péptido transportador de la invencion, conservando, una vez suministrado, las
mismas propiedades antigénicas, como se demostré utilizando un anticuerpo de conejo frente al antigeno de la gripe
M2 (Fig. 6a). Esto demuestra la capacidad de los péptidos transportadores de la invencion de suministrar muchos
otros antigenos como vacunas. El estado de la técnica ofrece muchas posibilidades en este aspecto, incluyendo
vacunas de subunidades de proteina o de ADN. Los antigenos pueden inducir una respuesta inmunitaria frente a
cualquier agente infeccioso y se utilizan en vacunacién. Ademas, actualmente se utilizan antigenos tumorales como
vacunas antineoplasicas. En el Ejemplo 5, el antigeno de la gripe M2 también se fusioné a nanoparticulas
funcionalizadas con los péptidos de suministro de la invencion y, una vez administrado a ratones, se observé una
respuesta de anticuerpos especifica, como se representa en la Fig. 6. Las inoculaciones en ratones se han llevado a
cabo con el péptido M2 unido a uno de los péptidos transportadores de la invencién (DynPro), y se observo
respuesta inmunitaria de anticuerpos especificos inducida para el antigeno M2 del virus de la gripe, cuando se
fusiond con el péptido propulsor ya sea con o sin adyuvantes (Fig. 6 c-d). A lo largo del experimento los ratones
permanecieron asintomaticos y sanos, estables en peso y temperatura.

También se ensay6 como los transportadores peptidicos de la invencion son utiles para suministrar estructuras de
tamafo y complejidad mayores, tales como nanoparticulas (Fig. 7). Para ese fin, los inventores utilizaron estos
péptidos de suministro para funcionalizar nanoparticulas de oro-tiopronina (Au@tiopronina, Fluka, Alemania) con
tetra-metil-rodamina (TAMRA) como carga util (Fig. 7a). Los inventores seleccionaron nanoparticulas de oro-
tiopronina debido a que tienen la capacidad de fusionarse adicionalmente con cualquier farmaco o compuesto
quimico a transportar. La funcionalizacién de las nanoparticulas de oro con los péptidos de penetracién celular se
habia realizado antes, por ejemplo con el péptido Tat. Aunque el péptido Tat puede dirigir los nanomateriales dentro
de la célula, muestra baja eficacia. El término “funcionalizacion”, para los fines de la presente invencion, se refiere a
la adicion de grupos funcionales sobre la superficie de dicha “estructura”, a modo de ejemplo una nanoparticula,
preferentemente mediante métodos de sintesis quimica, que tuviesen la capacidad de acoplarse a los péptidos de la
invencion. Esto seria equivalente a instalar un motor o propulsor (un péptido de la invencién) en una lancha
(cualquier nanoparticula), para la generacién de fuerza y el movimiento. Después, la lancha a motor puede cargarse
con distintos farmacos (compuestos quimicos, productos farmacéuticos) a transportar. Como ejemplo, se ha utilizado
tiopronina, un medicamento farmacéutico utilizado en enfermedades renales.

En la presente invencién se divulga un procedimiento de unico produccion de nanoparticulas de oro funcionalizadas
solubles en agua y estables con los péptidos de union a dineina de la invencion, las nanoparticulas asi
funcionalizadas pueden transportarse de forma muy eficaz dentro de la célula, incluso dentro del nucleo celular. Las
nanoparticulas de Au@tiopronina se han preparado utilizando el procedimiento de Murray et al. (Templeton). Estas
nanoparticulas comprenden un grupo de oro estabilizado con el aminoacido no natural tiopronina
(N-2-mercaptopropionilglicina). La tiopronina tiene un grupo -CO2H terminal libre lo que permitid a los inventores
funcionalizar las nanoparticulas de oro con las secuencias peptidicas. La reaccidon se ejecutd en una mezcla
metandlica/acido acético. La codisolucion de HAuCls y la tiopronina proporcioné una solucién rojo rubi estable. En
este punto las condiciones acidas son muy importantes para garantizar la protonacién de los grupos carboxilicos de
la tiopropina, y garantizar una monocapa de autoensamblado de tiopronina eficaz y densa que protege a las
nanoparticulas de oro. La adicién del reductor NaBH4 proporciona una solucién oscura mediante la reduccién de la
sal de oro y la formacién de las nanoparticulas. Las nanoparticulas obtenidas eran solubles en agua y estables en
condiciones fisiolégicas. El exceso de tiopronina y sales se eliminé mediante didlisis y se caracteriz6 mediante
UV/Vis y microscopia electrénica de transmision (MET). Las imagenes de MET mostraron un diametro medio de
2,8 nm para el nucleo de oro de las nanoparticulas de Au@tiopronina. Como consecuencia del pequefio tamafio de
los grupos, los espectros de absorciéon UV/Vis mostraron una banda de plasmén superficial (BPS) casi indetectable.
La funcionalizacion adicional de las nanoparticulas con moléculas aminadas, tales como tiopronina, se ha llevado a
cabo utilizando el procedimiento descrito en el Ejemplo 5. Las nanoparticulas resultantes se analizaron mediante
potencial Zeta, UV/Vis, fluorescencia y espectroscopia de masas (SM), lo que mostré que los péptidos
transportadores de la invencién se incorporaron a las nanoparticulas y lo que mostré6 no agregacion del grupo

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 609 250 T3

después del acoplamiento del péptido.

Como control, los inventores utilizaron en primer lugar nanoparticulas de oro-tiopronina simples que transportaban
tetrametiirodamina TAMRA sin funcionalizacién con péptido. En este caso, la sefial fue muy baja incluso
aumentando la dosis y a lo largo de las primeras tres horas de incubacién se internalizaron dentro de las células
pocas nanoparticulas. Como un segundo control se funcionalizaron nanoparticulas de oro-tiopronina con un péptido
que no se une a dineina (INTCT3). Estas otras nanoparticulas de control permanecieron en su mayor parte en la
membrana celular, esbozando el contorno celular. Muy pocas se internalizaron y esas se observaron dispersas en el
citoplasma, no en el nicleo.

Por el contrario, las nanoparticulas accionadas por el motor celular y su carga util, tal como las nanoparticulas de
Au@tiopronina funcionalizadas con un péptido de unién a dineina, se acumularon de forma eficaz dentro de las
células y estaban enriquecidas en el area perinuclear (Fig. 7 b-c), y conservaron todas las propiedades descritas
anteriormente para los péptidos de suministro; tales como la distribucion intra- e intercelular, las propiedades de
acumulacién, la distribucién intranuclear y la rapida transferencia a través de los contactos entre células. Las
nanoparticulas de oro-tiopronina funcionalizadas con un péptido de unién a dineina cargadas con TAMRA (por
ejemplo, Au@TioproninaDynPro), se internalizaron rapidamente y presentaron un movimiento rapido a través del
citoplasma, hacia las proyecciones celulares, y circularon de célula a célula propagandose a través de las uniones
célula-célula (Fig. 7c). Ademas, estas nanoparticulas atravesaron la envoltura nuclear y se movieron dentro del
nucleo hacia el nucléolo (Fig. 7b). El tamafio mas grande de las nanoparticulas permitio observar una huella de su
movimiento a lo largo del nudcleo, que fue fisicamente evidente utilizando microscopia de campo claro, como
protrusiones lineales. Estos rastros “de tipo gusano” se observaron a medida que las nanoparticulas se movian a
través del area nuclear (flechas Fig. 7b). Con las nanoparticulas funcionalizadas con alguna de las formulaciones
del péptido transportador de la invencion no se encontraron modificaciones ni de la viabilidad celular ni de la
proliferacién celular (Fig. 7 d-e).

Las propiedades extraordinarias de estas nanoparticulas funcionalizadas con péptidos de unién a dineina las hace
especialmente apropiadas para cargar cualquier tipo de compuesto, farmaco o producto quimico, y logran los
requisitos deseados de suministro intracelular a todos los compartimentos, alcanzando el nucleo celular. Esas
caracteristicas, junto con su capacidad de acumulacién intracelular, permitirian a su vez reducciones en las dosis de
administracion de un farmaco dado, debido a su mejor biodistribucién. Ademas, la rapida propagacion entre las
células de estas nanoparticulas motorizadas, que permanecen intracelulares, reduce la exposicion al entorno
extracelular de cualquier elemento transportado, por lo tanto, minimizando una eventual inmunogenicidad. Esto
supera un problema extendido encontrado con los vectores viricos en la terapia génica o la vacunacion: la induccion
de una respuesta inmunitaria frente al vector virico o de reacciones no deseadas frente al suero fetal de ternero
(SFT), dado de que esos vectores viricos se obtienen, a titulos elevados, en cultivos celulares que contienen SFT
(Bao, Moffat).

Existe un pufado de aplicaciones del sistema de suministro objeto de la presente invencion. En una realizacion
preferente de la presente invencion, se ha aumentado el tamafio y la estabilidad de las nanoparticulas fusionando
polietilenglicol (PEG), un polimero de éxido de etileno, con muchas aplicaciones en productos farmacéuticos y en
medicina. Es importante mostrar que las nanoparticulas PEGiladas, acopladas con los péptidos transportadores/de
suministro de la invencidn, se internalizaron y acumularon en las células hacia el nucleo de forma muy eficaz y se
transportaron de célula a célula difundiéndose de forma muy rapida a lo largo del cultivo celular, a pesar de su mayor
tamano (Fig. 7a).

Esta capacidad de difusion célula-célula se hace mas crucial en el suministro de farmacos en algunas enfermedades
infecciosas en las que el agente infeccioso es intracelular (Salmonella, Listeria, enfermedades viricas) o en
patologias en un entorno aislado o menos vascularizado de dificil acceso, tales como: tuberculosis, granulomas,
enfermedad 6sea, especialmente en tratamientos de la osteoporosis, médula 6sea, sistema nervioso. En el campo
de las enfermedades infecciosas, los péptidos transportadores/de suministro de la invencién tendrian la capacidad
de propagarse a las células presentadoras de antigeno de forma muy rapida.

Las nanoparticulas de uniéon a dineina accionadas son especialmente apropiadas para el suministro al sistema
nervioso. La dineina axdénica es un transportador muy activo a lo largo de los axones. Los inventores han
demostrado que pudieron aprovechar su movimiento con el péptido de suministro de unién a dineina en lineas
celulares de origen neuronal (Fig. 1C c-d). Cualquier molécula unida a la dineina axoénica se propagaria de forma
rapida a través tanto del sistema nervioso central como del periférico, dependiendo del sitio de inyeccion. Los
tratamientos farmacolégicos antinflamatorios y analgésicos actuales, utilizados en la terapia del dolor, en ocasiones
se administran por via intramedular. Estos farmacos unidos a nanoparticulas motorizadas podrian reducir la
dosificacion de los antinflamatorios, expandiendo el tiempo para la recidiva de dolor. Podrian beneficiarse del
suministro eficaz de farmacos utilizando el sistema transportador/de suministro de la invencién otros tratamientos de
enfermedades neurodegenerativas, Parkinson, Alzheimer, etc.

Las nanoparticulas accionadas por motor molecular serian un método util para suministrar agentes de terapia
génica, en lugar de utilizar vectores viricos (adenovirus, retrovirus), los cuales tienen los efectos secundarios no
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deseados mencionados anteriormente. Las nanoparticulas accionadas por motor molecular podrian sustituir el uso
de los virus como vectores y utilizar, en cambio, las fracciones que utilizan los virus para ser transportados en la
célula y alcanzar el nucleo, es decir, el dominio de unién a dineina de una proteina virica.

Una aplicacion clara de las nanoparticulas motorizadas de la invencion seria el aumento de la biodistribuciéon de
cualquier producto quimico o farmaco. Los tratamientos farmacolégicos analgésicos o antinflamatorios serian mas
eficaces si se suministraran mediante el sistema de la invencidn, permitiendo asi reducir la dosificacién y los efectos
secundarios. Para facilitar su amplio espectro de uso, los inventores incluirian un resto avidina en las nanoparticulas
motorizadas. Esas serian nanoparticulas motorizadas adecuadas para los fines perseguidos por el disefio, siendo
capaces de transportar cualquier compuesto, producto quimico o farmaco unido a la proteina biotina, y de
incorporarlo en la nanoparticula en un “clic” (una reaccidén quimica de una etapa debido a la afinidad natural de la
biotina por la avidina, Fig. 7a). Los productos quimicos o farmacos a transportar incluyen derivados hormonales,
péptidos de enzimas, proteinas, enzimas, antigenos, lipidos, azucares, 4cidos nucleicos y cualquier otra molécula
organica o inorganica, ya sea para el uso terapéutico o diagndstico. EI campo de aplicacién podria ser las
enfermedades infecciosas, enfermedades metabdlicas, tumores, etc., debido a que este método para suministrar
farmacos aumenta la eficacia y reduce de forma simultanea los efectos secundarios, optimizando la distribucion, el
suministro y el transporte cuando es necesario, lo que permitira, a su vez, reducir las dosis a administrar y los
efectos secundarios no deseados.

Esto seria un objetivo crucial para los tratamientos antineoplasicos. Asi, los inventores han demostrado el suministro
del agente antineoplasico leucovorina unido a nanoparticulas de Au@tiopronina funcionalizadas con el péptido de
unién a dineina (DynPro). Basado en el mismo principio, los farmacos quimioterapéuticos suministrados mediante
nanoparticulas motorizadas optimizarian la acumulacion del agente quimioterapéutico en las células tumorales y
esto permitiria la administracién de una dosis activa mas baja y minimizar los efectos secundarios.

Ademas, existe un amplio campo de aplicacion en el diagndstico. Las nanoparticulas motorizadas de la invencion
podrian aplicarse para el suministro de trazadores diagnoésticos en cualquier célula, érgano o tejido. Las
nanoparticulas motorizadas fusionadas con moléculas de direccionamiento pueden ser herramientas utiles en los
sistemas de deteccion diagnostico, incluyendo los sistemas de formacion de imagenes, por ejemplo de tumores, en
el diagndstico temprano de la micrometastasis. Los inventores han desarrollado nanoparticulas que expresan
antigenos tumorales tales como el antigeno carcinoembrionario (ACE) o la telomerasa humana (TERTh). Estos
sistemas podrian utilizarse en experimentos de vacunacion antineoplasica.

Ademas, puede desarrollarse un tratamiento antineoplasico especifico fusionando un péptido inhibidor de la
telomerasa humana (TERTh) con las nanoparticulas accionadas por motores moleculares de la presente invencion.
Como indica el estado de la técnica, esta secuencia es eficaz cuando se expresa en células cancerosas. PinX1 y su
dominio pequefio TID se unen a la subunidad catalitica de la telomerasa TERTh e inhiben de forma potente su
actividad (Zhou). Ha sidodenominado como supuesto supresor tumoral relacionado con el higado (LPTS, siglas del
inglés liver-related putative tumor suppressor). Ademas, se ha demostrado su actividad antitumoral (Liao). En la
presente invencién los inventores han incorporado el péptido inhibidor de la TERTh a las nanoparticulas
motorizadas, lo que constituye una estrategia completamente nueva en esta terapia frente al cancer. Esto eludira el
problema de muchas terapias antineoplasicas que solo alcanzan partes del tumor debido a la mala y anormal
vascularizacién de las células tumorales. Las nanoparticulas accionadas por motor de la invencion potenciarian la
difusién de cualquier farmaco o fraccién antineoplasica unido a ellas, y potenciaria la acumulaciéon en células
tumorales.

De forma similar, fusionando el antigeno, el péptido de la telomerasa humana (TERTh), a las nanoparticulas
accionadas por motores moleculares de la invencién, se desarrolla una vacuna potenciada antineoplasica de
propagacion.

La dineina y las proteinas asociadas funcionan también en la polarizacion, migracion y crecimiento celulares y
facilitan la migracién de los fibroblastos. Por consiguiente, los péptidos de unién a dineina objeto de la presente
invencion, serian utiles basados en sus propiedades exclusivas, ya sea por si mismos o potenciando productos
quimicos, farmacos o factores de crecimiento utilizados en la cicatrizacion, para acelerar la curacién de quemaduras,
facilitando asi la reparacion tisular.

Ademas, la dineina esta implicada en la formacién de los conos de crecimiento en las neuronas. Por lo tanto, los
péptidos de unién a dineina de la invencion serian Utiles ademas para suministrar y para estimular el crecimiento de
los nervios. Por lo tanto, podrian aplicarse por si solos 0 en combinacion con otros farmacos o factores de
crecimiento nervioso en el dafio nervioso periférico o de la médula espinal, estimulando el crecimiento y los procesos
de reparacion tisular.

Por lo tanto, la primera realizacién de la presente invencion se refiere a péptidos que se unen a una proteina del
complejo motor microtubular celular, tal como la dineina, para su uso en el transporte y/o el suministro de sustancias
a cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido, que comprende la difusion célula a célula.
En una realizacion preferente de la invencion, el péptido de uniéon a dineina comprende cualquier secuencia de
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aminoacidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de
referencia).

Los péptidos de la presente invencidon muestran la caracteristica comun principal el ser capaces de “secuestrar”,
unirse o involucrar este sistema de transporte celular natural a través de la unién a una de estas proteinas del
complejo motor microtubular.

A los fines de la presente invencion, el término “sustancia” se refiere a cualquier materia que pueda suministrarse
mediante los péptidos de unién a proteina motora de la invencion, por ejemplo (listado no exhaustivo): sustancias
organicas, preferentemente seleccionadas de derivados hormonales, factores de crecimiento, péptidos, proteinas,
polimeros, polisacaridos, enzimas, antigenos, lipidos, acidos nucleicos, farmacos, productos farmacéuticos, flagelina
de Salmonella, farmacos antinflamatorios, farmacos analgésicos, interferones, citocinas, anticuerpos, agentes
antitumorales o terapéuticos, indicadores diagnésticos, los agentes antitumorales leucovorina o péptidos inhibidores
de TERTh, antigenos TERTh, M2 del virus de la gripe o el ACE; o sustancias inorganicas, preferentemente metales,
oro, 6xido de hierro o compuestos magnéticos.

A los fines de la presente invencion, la expresion “compartimento celular” se refiere al emplazamiento en donde
dichas “sustancias” se pueden suministrar de forma eficaz, comprendiendo todas las partes encerradas dentro de
una célula, cuyo lumen habitualmente esta rodeado por una membranamono- o bicapa lipidica, en particular el
compartimento nuclear que comprende el nucleo y la envoltura nuclear, los organulos y el citosol, y de forma mas
particular el nucléolo, las vesiculas, las vacuolas, el centriolo y también las uniones y conexiones célula a célula.

Otra realizacion de la presente invencién se refiere a una estructura funcionalizada con un péptido de unién a una
proteina motora. El término “estructura” se refiere a cualquier entidad a la que los péptidos de la invencién pueden
unirse, por ejemplo: nanoparticulas, dendrimeros, virus, liposomas, micelas, armazones, redes, superficies o
matrices. En una realizacion preferente de la invencion, la presente invencion se refiere a nanoparticulas
funcionalizadas con un péptido de union a dineina que preferentemente comprende las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia). Dichas nanoparticulas pueden comprender
adicionalmente adyuvantes, preferentemente PEG, otros polimeros, protamina o avidina.

Ademas, a los fines de la presente invencion, “funcionalizacién” significa cualquier modificacién de la superficie, es
decir, el acto de modificar la superficie de un material aportando caracteristicas fisicas, quimicas o bioldgicas,
distintas de las encontradas de forma original en la superficie de dicho material. Esta modificacién se realiza
habitualmente en materiales sélidos, pero es posible encontrar ejemplos de la modificacion de la superficie de
liquidos especificos. La modificacion puede realizarse mediante distintos métodos, con miras a modificar un amplio
intervalo de caracteristicas de la superficie, tales como: rugosidad, hidrofobicidad, carga superficial, energia
superficial, biocompatibilidad y/o reactividad, entre otros.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a la composicion farmacéutica que comprende un péptido con la
capacidad de unirse a una proteina del complejo motor microtubular, tal como la dineina, o una estructura
funcionalizada unida a un péptido con la capacidad de unirse a una proteina del complejo motor microtubular, tal
como la dineina, en ambas realizaciones acoplada a al menos una sustancia a suministrar en cualquier diana
requerida, en cualquier compartimento celular requerido, que comprende la difusion célula a célula. En una
realizacion preferente, la estructura funcionalizada con un péptido con la capacidad de unirse a una proteina del
complejo motor microtubular es una nanoparticula. En otra realizacion preferente de la invencion, la composicion
farmacéutica comprende un péptido de union a dineina que comprende las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y
SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), o una estructura funcionalizada unida a un péptido de unién a
dineina que comprende las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de
referencia), acoplada a una sustancia a suministrar en cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular
requerido, que comprende la difusion célula a célula.

La composicion farmacéutica anterior puede ser una composicidon de vacuna que comprende un péptido con la
capacidad de unirse a una proteina del complejo motor microtubular, preferentemente un péptido de unién a dineina
que comprende las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), o
una estructura funcionalizada unida a un péptido de unién a dineina que comprende las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), en ambas realizaciones, acoplado a un antigeno a
suministrar en cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido, que comprende la difusién
célula a célula; o una composicidon antiviral que comprende una estructura funcionalizada unida a un péptido de
union a dineina que comprende las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de
referencia), a suministrar en cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido, que
comprende la difusion célula a célula.

El conjunto de enfermedades que pueden tratarse, diagnosticarse o prevenirse con la composicion farmacéutica de
la invencion depende de forma directa de la sustancia especifica a ser suministrada mediante los péptidos de la
invencién. Como se cita anteriormente, dado que pueden suministrarse sustancias organicas o inorganicas, pueden
tratarse, diagnosticarse o prevenirse un amplio conjunto de enfermedades con la composicion farmacéutica de la
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invencion, por ejemplo (listado no exhaustivo): cancer y otras neoplasias, enfermedades infecciosas, tuberculosis,
granulomas, enfermedades 6seas, osteoporosis, enfermedad congénitas, defectos enzimaticos ya sea adquiridos o
hereditarios, enfermedades endocrinas, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades de la médula o6sea,
enfermedades del sistema nervioso, enfermedades neurodegenerativas, tratamiento del dolor, cicatrizacion, curacion
de quemaduras o enfermedades inflamatorias.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1

A. Eficacia de la captacion celular de una proteina propulsada mediante el péptido de suministro de
una carga. Localizacion de los péptidos que se unen a la proteina del complejo motor microtubular dineina
frente al control que no se une a una proteina motora. 1A a, c: La captacion celular de la proteina de carga
rodamina unida al péptido DynPro (propulsado por la dineina) se observa como puntos distribuidos en el
citoplasma (5 uM). 1A b,d: Rodamina unida al péptido de control INTCT3 en cultivo de células Vero
sembradas en placa después de 18 h de exposicion a los péptidos. 1A e: Otras secuencias que se unen a
una proteina del complejo motor microtubular. Acumulacién celular después de la incubacion de células las
Vero con el péptido TransRB. 1A f: Células incubadas con TransBA. La distribucion subcelular y las
propiedades dinamicas de todas las secuencias de union a dineina probadas fueron las mismas con todos los
péptidos de unién a dineina.

B. Grupo de péptidos de unién a dineina en el area perinuclear, cerca del centro organizador de microtubulos
(COMT; Fig. 1B c flecha) que sigue del movimiento de la proteina motora dineina unida a los microtibulos.
1B a-c: Acumulacion temporal progresiva de rodamina cuando esta unida al péptido de unién a dineina en
cultivo de células Vero sembradas en placa después de 30-120 min de incubaciéon con los péptidos.
1C a,b: Células HEK293T después de 1 hora de incubacion con el péptido de unién a dineina. 1C ¢,d: Linea
celular de neuroblastoma humano SK-N-MC después de 1 h de incubaciéon con el péptido. El péptido se
movié rapidamente a través del citoplasma y de célula a célula (puntas de flecha). Los péptidos de unién a
dineina presentaban la misma distribucidon subcelular, capacidad de transporte intercelular y propiedades
dinamicas en un amplio intervalo de tipos celulares probados.

Figura 2. Los péptidos de union a la proteina motora molecular dineina suministran cargas de célula a
célula. La proteina rodamina unida a los péptidos transportadores/de suministro de la invencién se transporta de
forma activa a través de las uniones y conexiones célula-célula mediante uniones adherentes, filopodios y
procesos celulares. Este bombeo de la proteina hacia afuera la hace que se propague de forma rapida entre las
células por todo el cultivo celular. 2a: Movimiento de entrada a la célula siguiendo una extension del microtibulo.
2 b-f: Propagacion del péptido a través de las conexiones y proyecciones entre células. La figura muestra las
células Vero después de la incubacion con el péptido de suministro DynPro 10 uM, contratefiidas con 2 a-c: un
anticuerpo anti-cadena ligera de dineina (DLC8) 2d: anticuerpo anti-tubulina 2e: anticuerpo de (cadena
intermedia de dineina) que es otra cadena de dineina que forma parte del complejo motor microtubular junto con
las cadenas pesadas, intermedias ligeras y ligeras. 2f: con aglutinina de germen de trigo (AGT-488), que marca
la superficie celular, los contactos célula-célula y los procesos.

Figura 3: El movimiento rapido del péptido de suministro es un movimiento asociado a microtubulos.

3A a-c: El movimiento de transporte del péptido de suministro se anulé afiadiendo a los medios de cultivo un
farmaco despolimerizante de microtubulos, nocodazol 2,5 uM, durante 30 min (3Aa: 0 s, b: 4 s, c: 8 s).
3Ad-f: Después, se retiré el medio y después del lavado se recuperé el movimiento del péptido de suministro, y el
péptido de suministro continué propagando la proteina rodamina en las células (3Ad: 8 s, 3Ae: 16 s, 3Af: 24 s).
3B: Por el contrario, los farmacos despolimerizantes de actina produjeron una contraccion de la célula apreciable
debido al colapso del citoesqueleto de actina, pero se preservo el transporte y se registré el péptido de suministro
moviéndose a lo largo de las células y de las proyecciones que quedaban (latrunculina A 0,1 uM) 3Ba: Sin
farmaco, 3Bb: después de 15 min de incubacion con el farmaco, 3Bc: 30 min. Se afiadié DynPro 10 uM a las
células vero y después de 30 min se afiadieron los medios que contenian los farmacos despolimerizantes del
citoesqueleto.

Figura 4. Los péptidos de uniéon a dineina tienen la capacidad de suministrar cargas a través de la
membrana nuclear. 4a: El suministro de rodamina a través de la membrana nuclear se observa como rastros de
péptidos dentro del nucleo. 4 b-c: La envoltura nuclear se tifid con lamina B1-GFP. 4b: la envoltura nuclear
aparece discontinua cuando los péptidos estan atravesandola. 4c: Imagenes subsecuentes de videomicroscopia
que muestran los péptidos que atraviesan la envoltura nuclear y las arrugas de la envoltura nuclear a medida que
los sitios de la alteracion por el péptido se reorganizan. 4d: Reconstruccién tridimensional de la cubierta de la
envoltura nuclear que muestra que los péptidos entran al nucleo. 4e: Arrugas de la envoltura nuclear en los sitios
de entrada. La figura representa células vero transfectadas con lamina B1-GFP y tratadas con péptido DynPro
10 pM.

Figura 5. Los péptidos de uniéon a dineina suministran cargas en el nucléolo. 5a: Videomicroscopia a
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intervalos regulares de 1 imagen/s de células Vero transfectadas con nucleolina B3-GFP después de 1 h de
incubacién con DynPro 10 uM. Las flechas muestran el trafico del péptido de suministro hacia adentro y hacia
afuera del nucléolo tefido con nucleolina. 5 b-c: La viabilidad celular no estuvo afectada con dosis crecientes de
péptido de unién a dineina o de control, por si mismos o unidos a TAMRA. 5 d-e: La proliferacion celular no se
modificé con dosis crecientes del péptido de unién a dineina o del control, por si mismos o unidos a TAMRA.

Figura 6. El antigeno suminstrado por el péptido de unién a dineina provoca una respuesta inmunitaria
de anticuerpos eficaz. 6a Células vero cargadas con el péptido DynPro unido al antigeno M2 de la gripe. 6b:
Con un anticuerpo que reconoce el antigeno M2 de la gripe, fue posible detectar en las mismas células el
suministro y la amplia distribucion intracelular del antigeno. 6 c-e: La respuesta de los anticuerpos provocada en
ratones por las distintas preparaciones del péptido y del control (Preinm), después de la primera y la segunda
inoculacion. Grupo A: 2 ug de DynPro con el adyuvante incompleto de Freund (AIF). Grupo B: 2 ug de M2 con
AIF. Grupo C: 2 ug de M2-DynPro con AIF. Grupo D: 2 ug de M2- DynPro. 6e: Comparacion de los titulos 1gG
por ELISA obtenidos en los distintos grupos de ratones inoculados con las preparaciones del péptido y de los
controles. El eje X representa cada uno de los animales de cada uno de los grupos en la primera (barras grises)
y la segunda inoculacién (barras negras).

Figura 7. Nanoparticulas funcionalizadas con el péptido de unién a dineina. 7a: Esquema de la estructura
de la nanoparticula; las propiedades motoras del péptido de suministro actian como un propulsor para las
nanoparticulas de Au-tiopronina. Este tipo de estructura tiene la capacidad de transportar trazadores
diagndsticos (TAMRA), polimeros (PEG), antigenos y otros compuestos quimicos. 7b: Las nanoparticulas de Au-
tiopronina-TAMRA funcionalizadas con el péptido de suministro de unién a dineina DynPro se incubaron con las
células Vero durante 1 hora. Flecha: La nanoparticula que entra al nucleo deja una huella visible a lo largo de su
trayecto debido a su tamafio mas grande con el contraste de fase. 7c: Nanoparticulas de Au-tiopronina-TAMRA
funcionalizadas con péptido de suministro de unién a dineina incubadas durante 2 h. La acumulacién de
rodamina es visible en el citoplasma y las proyecciones célula-célula. 7 d-e: La proliferacion celular no se
modificé con dosis crecientes de las distintas formulaciones de nanoparticulas.

Figura 8.

A. Dominio de unién a dineina de la miosina V, TransMy. La videomicroscopia de molécula Unica mostr6 que
estos péptidos entran al nicleo mediante el remodelado de la envoltura nuclear, se transportan a través de la
envoltura nuclear y alcanzan el nucléolo en células Vero y en otros tipos celulares.

B. Se funcionalizaron nanoparticulas de oro con TransMy como una herramienta para el suministro de
genes/farmacos en el citoplasma y el nucleo celular. Las nanoparticulas prolongan la biodisponibilidad del
péptido y confieren estabilidad, biocompatibilidad y no toxicidad, no teniendo efecto adverso sobre la
viabilidad o la morfologia celular. También permiten la deteccion mediante microscopia electrénica o
reconocimiento molecular. Ademas, dos pcDNA que contenian la proteina de HA1 de la gripe (pcAPCH-Lk1-
HA1) y la proteina M2 de la gripe (pcAPCH-Lk1-4M2) respectivamente, se incorporaron a las nanoparticulas
Au@p3k-TransMy en una proporcion de 0,1 mg de plasmido por mg de nanoparticula, a los fines del
suministro y la expresion de proteinas. La videomicroscopia de molécula unica muestra la distribucion de las
nanoparticulas dentro de la célula y alcanzando el nucleo.

C. Para mostrar la expresion de la proteina, las nanoparticulas Au@p3k-TransMy-pcAPCH-Lk1-HA1
incubadas en células Vero se analizaron por inmunohistoquimica, utilizando un anticuerpo monoclonal frente
a HA1.

D. Para mostrar la expresién de la proteina, las nanoparticulas Au@p3k-TransMy-pcAPCH-Lk1-4M2
incubadas en células Vero se analizaron mediante inmunohistoquimica, utilizando un anticuerpo monoclonal
frente a M2.

E. Mapa de pcAPCH-Lk1-HA1 (7345 PB) (SEQ ID NO: 13).

F. Mapa de pcAPCH-Lk1-4M2 (6600 PB) (SEQ ID NO: 14).

Ejemplos

Ejemplo 1. Suministro de la proteina rodamina mediante su unién a las secuencias que se unen a la dineina
motora citoplasmatica del péptido transportador en células Vero.

1.1. MATERIALES

1.1.1 Lineas celulares y medios de cultivo utilizados.

A lo largo de este ejemplo se ha utilizado como modelo la linea celular Vero. Las pruebas de los péptidos se
desarrollaron en esta linea celular establecida, aneuploide y de crecimiento indefinido en cultivo. Procede de rifidn
de mono verde africano (Cercopithecus) adulto y se obtuvo a través de la Coleccién Europea de Cultivos Celulares
(CCEC), depositada con el numero 84113001. Su morfologia es del tipo de fibroblastos y se cultivé utilizando medio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Lonza), complementado con suero fetal bovino al 5 % (SFB, Lonza)
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inactivado durante 30 minutos a 56 °C, glutamina 4 mM (Invitrogen), penicilina 200 Ul/ml y estreptomicina 100 mM
(Invitrogen). Las condiciones de cultivo de las células fueron a 37 °C y una atmédsfera de CO2 al 5 %. De forma
rutinaria, estas células se subcultivaron 1:6 dos veces por semana, en matraces de cultivo Easy-T-Flasks de 75 cm?
recubiertos con Nunclon® (Nunc). El medio de cultivo DMEM se complementé de varias formas, dependiendo de los
requerimientos particulares del ensayo. Por lo tanto, los inventores se refieren a DMEM SC cuando se utilizé sin
antibioticos, glutamina o SFB. Los inventores se refieren a DMEM al 2 % cuando el porcentaje de SFB es afiadido
en este porcentaje, manteniendo los otros aditivos en las concentraciones mencionadas.

1.1.2. Material fungible utilizado.

o Criotubos de 1 ml de capacidad (Nalgene) para mantener la linea celular Vero en nitrégeno liquido.

e Micropipetas (Gilson) con capacidades maximas de 1000, 200 y 20 pl.

e Puntas de micropipeta (Arc) con filtro y libres de ARNasas, para evitar posibles contaminaciones, de 1000, 200 y
20 pl de capacidad.

e Tubos de 1,5 ml de capacidad (Eppendorf) libres de ARNasas.

e Placas de cultivo celular multipocillo de 4, 6, 12 y 24 pocillos (Nunc).

e Cubreobjetos de 12 mm de diametro y portaobjetos rectangulares convencionales (Laboratorios Geber).

1.1.3. Anticuerpos y cromogenos utilizados.

e el anticuerpo policlonal anti-DLC8 obtenido en conejos inmunizados con la proteina DLC8 unida a 10 restos
histidina, expresada en E. coli y mas tarde purificada, se utilizé a una dilucién 1:50. Generado en el laboratorio de
los inventores.

e Anticuerpo monoclonal anti a-tubulina (1:2000, Sigma).

e Aglutinina de germen de trigo (AGT) conjugada al fluorocromo Alexa 488 (1:200, Invitrogen).

e Anticuerpo anti-lgG de ratdén conjugado al fluorocromo Alexa 594 y anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado al
fluorocromo Alexa 488 (1:200 y 1:300 respectivamente, Molecular Probes).

e Anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado con peroxidasa HRP y anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a
peroxidasa HRP (ambos 1:5000-10.000, GE Healthcare).

1.1.4 Plasmidos.

El vector que codifica EGFP-Lamina B1 fue un obsequio generoso de Howard Worman de la Columbia University,
Nueva York. Loren Fong de la UCLA proporcioné amablemente el vector que codifica la proteina verde fluorescente
potenciada (EGFP)-LBR (receptor de Lamina B). EGFP-tubulina y -actina eran de Clontech. Carmen Rivas del
Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid, proporcioné amablemente el vector que codifica la proteina nucleolar
B23.

1.1.5. Otros reactivos.

e Triton X-100, Tween 20, seroalbumina bovina (BSA), solucién salina tamponada con fosfato (PBS) B-
mercaptoetanol, SDS, Tris base (Sigma)

e Agua libre de ARNasa y soluciéon RNAseZAP (Ambion) para eliminar la actividad ARNasa de las superficies de
trabajo y de los materiales.

e ProlLong, reactivo de montaje para conservar la fluorescencia (Invitrogen).

1.1.6. Péptidos utilizados.

Se utilizaron: un péptido que contenia el motivo de unién a DLC8 descrito anteriormente en la proteina p54 (DynPro)
del virus de la fiebre porcina africana, la proteina P (TransRb) del virus de la rabia y Va (TransMy) de la miosina, y
otros péptidos con secuencias de aminoacidos aleatorias irrelevantes con una cola de argininas como controles
negativos (péptido INTCT3) (Fig. 1A). Los péptidos se unieron a la proteina rodamina B (extremo C-terminal o N-
terminal) o a tetrametil-rodamina (TAMRA), en una cadena lateral del aminoacido lisina, como se describe en la
Tabla 1.

Genecust sintetizo todos los péptidos disefiados utilizados a lo largo del presente ejemplo. La purificacion de los
mismos se llevd a cabo mediante HPLC, obteniendo en todos los casos un grado de pureza de mas del 95 %. Una
vez sintetizados y purificados, los péptidos se recibieron en el laboratorio como un liofilizado.

METODOS

1.2.1 Manipulacién de los péptidos.

Los péptidos se resuspendieron de acuerdo con su peso molecular en el volumen de H20 con el correspondiente

grado de pureza mQ y estéril, para obtener una solucién madre a una concentracion de 5 mM. Se puso especial
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atencion para evitar la turbidez en la solucion y las puntas siempre se utilizaron con un filtro, para evitar posibles
contaminaciones cruzadas. Se prepararon alicuotas de 20 ul y se conservaron a -80 °C hasta el momento de su uso.
Para utilizarlas, su descongelamiento fue lento, en hielo.

Las soluciones de trabajo de los péptidos se prepararon a partir de las soluciones madre en medio DMEM SC (PS al
1%, G al 1 %, sin SFB) en el intervalo de concentraciones de 0 - 100 uM, siempre en condiciones estériles y justo
antes de su adicion al cultivo celular para evitar su degradacion.

1.2.2 Incubacién de los péptidos en el cultivo celular.

La noche anterior al experimento se cultivaron 9 x 10* células Vero en placas de 24 pocillos. A la mafiana siguiente,
las células se lavaron en DMEM SC y el medio existente se reemplazé con 300 ul de las soluciones que contenian
los distintos péptidos en distintas concentraciones. La incubacion de las células con los péptidos tuvo lugar durante
distintos periodos de tiempo, variando entre 1 min a 2 horas a 37 °C y CO2 al 5 % (Fig. 1).

1.2.3. Andlisis de citotoxicidad. Ensayos de viabilidad y proliferacion celular.

Para evaluar la viabilidad celular se incubaron las células Vero, sembradas en las placas de 24 pocillos, en DMEM
que contenia los péptidos de suministro DynPro, etc. o INTCT3 de control negativo unido a rodamina B o TAMRA, a
concentraciones que variaban de 0 a 100 uM (Fig. 5b-c). Después de la incubacion con los péptidos durante 24 h,
las células se recogieron y mediante ensayo de exclusién del colorante azul de Tripan (Sigma) se determiné el
nimero de células viables presentes en las suspensiones celulares. Brevemente, se afiadieron 20 ul de PBS con
azul de Tripan al 0,08 % a un volumen equivalente de suspension celular y se mezcl. Después de 2 minutos se
contaron las células azules (células muertas) utilizando un hemocitdmetro y un microscopio 6ptico convencional
(Fig. 5 b-c).

Para evaluar la proliferacién celular, se incubaron 3x10* células Vero, sembradas en placas de 96 pocillos, en 50 pl
de DMEM que contenia los péptidos de suministro DynPro, etc. o INTCT3 de control negativo a concentraciones que
variaban entre 0 a 100 uM. Después de una incubaciéon de 36 h, se determinéd la proliferacion celular utilizando el
ensayo CellTiter 96 Aqueous™ (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante (Fig. 5d-e).

1.2.4. Inmunofluorescencia.

Las células expuestas anteriormente a los péptidos se lavaron con PBS antes de fijarlas con una solucién de
PBS-paraformaldehido al 3,8 % a temperatura ambiente (TA) durante 10 min. Después del lavado con PBS, las
células se permeabilizaron utilizando PBS-Triton X-100 al 0,1 % durante 10 min a TA. Después del lavado con PBS,
las células se incubaron en solucidon de bloqueo (PBS-seroalbumina bovina al 2 %) a 37 °C durante 45 min. Los
anticuerpos primarios se incubaron a las correspondientes diluciones durante 1 h a 37 °C. Después del lavado en
PBS, las células se incubaron durante 30 min a TA con el anticuerpo secundario a las concentraciones deseadas
durante 45 min a temperatura ambiente. Se montaron los cubreobjetos con Prolong y se observaron en un
microscopio confocal (Leica; Fig. 2). Los microtubulos se detectaron mediante tincién con el anticuerpo monoclonal
anti-a-tubulina (Sigma) diluido 1:1.000. Se generd un suero de conejo especifico frente a DLC8 después de la
inmunizacién con DLC8 no marcada producida en E. coli, como se describe en los Materiales. Este suero se diluyo
1:100 en PBS para detectar la distribucion celular de DLC8. Se utilizaron como anticuerpos secundarios anticuerpos
anti-lgG de ratén o anti-lgG de conejo conjugados con Alexa 594 (Molecular Probes), diluidos 1:200 en PBS. Los
contactos célula-célula y las membranas celulares se marcaron con aglutinina de germen de trigo (AGT) conjugada
con el fluorocromo Alexa 488 diluida 1:200 en PBS (Fig. 2).

1.2.5. Transfecciones.

Las transfecciones se realizaron utilizando el reactivo de transfeccion TransIT 2020 de Mirus, de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, las células Vero se cultivaron en placas de cultivo tisular de 35 mm,
en DMEM con suero al 5 % (PS al 1 %, G al 1 %), hasta el 80 % de confluencia. De forma separada, se mezclaron
50 ul de DMEM, sin suero y sin antibiéticos, con 0,5 ug de ADN de cada plasmido y 1,5 ul de TransIT 2020. La
mezcla se incubd durante 20 min a temperatura ambiente antes de la adicion de las células. Para minimizar la
citotoxicidad y aumentar la eficacia de la transfeccion, antes de afadir la mezcla de ADN-TransIT el medio de las
células se reemplazé con 300 ul de DMEM recién preparado con suero al 5 % y sin antibiéticos. De forma similar,
después de 4 h la mezcla de transfeccién se retiré de las células y se afadieron 500 ul de medio recién preparado
con suero al 5% (PS al 1%, G al 1%). A las 24 h después de la transfeccion, las células se incubaron con los
péptidos segun se explica anteriormente y se analizaron mediante microscopia confocal.

1.2.6. Farmacos inhibidores.

Se utilizaron inhibidores de la polimerizacion de microtubulos para demostrar que el movimiento del péptido
suministrado fue el movimiento esperado dependiente del motor microtubular (Fig. 3A). Se incubaron las células
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Vero al 100 % de confluencia en una placa de 35 mm con DynPro a 10 uM (en 500 ul de DMEM SFB) durante 30
min en un microscopio confocal a 37 °C y CO2 al 5 %, y se registré el movimiento de suministro intra e intercelular.
Después, se afiadié al medio nocodazol 2,5 uM y se incubd adicionalmente a 37 °C y CO2 al 5 %, y se registro el
movimiento asociado a los microtubulos. Después de aproximadamente 30-15 min el efecto del farmaco sobre las
células fue apreciable y el movimiento se detuvo. Después de 2,5 h el medio se reemplazé por medio recién
preparado y se registrd en el microscopio durante 1 h, y se registré la recuperacion del movimiento (Fig. 3A).

Para comprobar su impacto en el movimiento, se utilizaron inhibidores de la polimerizacién de la actina, como la
latrunculina A (Fig. 3B). Se incubaron las células Vero al 100 % de confluencia no transfectadas o transfectadas con
actina en un MW4 con péptido DynPro a 50 pM (en 500 pl de DMEM, SFB-), durante 30 min a 37 °C y CO2 al 5 %.
Después, se afadio latrunculina A (0,1 uM) o PBS en los controles, y se incubd durante 1,5 h a 37 °C y CO2z al 5 %.
Después del lavado con PBS, las células se montaron en reactivo antidecoloracion ProLong Gold.

1.2.7. Microscopia de video a intervalos regulares.

Se llevo a cabo microscopia confocal utilizando un microscopio confocal TCS SPE de Leica que incluia una camara
de incubacion, un controlador de CO2 y una unidad de calefactora. Para la observacién del movimiento in vivo, se
registraron series apiladas cada 10 segundos utilizando el programa Microsystems LAS AF de Leica y las peliculas
se presentaron a 1-5 imagenes por segundo.

En conclusién, el Ejemplo 1 muestra que las secuencias del péptido que se unen a una proteina del complejo motor
microtubular celular, tal como el motor molecular dineina, pueden utilizarse de forma eficaz para disefiar un conjunto
de péptidos transportadores que dirijan el movimiento intracelular unido a los microtubulos (Tabla 1). Estos péptidos
transportadores propulsados por motor molecular tuvieron la capacidad de transportar, con elevada eficacia,
cualquier molécula o farmaco unido a ellos. La proteina rodamina B o a tetra-metil-rodamina (TAMRA) se unieron
como una carga util al péptido de suministro y se afiadieron a las células Vero. Su movimiento se registré mediante
videomicroscopia a intervalos regulares y se comparé con el de la rodamina unida a los péptidos de control con la
secuencia de aminoacidos que no se une a dineina (INTCT3 de control interno; Fig. 1A b,d). La captacion celular de
rodamina B fue mucho mas eficaz, y las proteinas fluorescentes se acumularon de forma rapida en el citoplasma de
las células tratadas cuando estaban unidas a los péptidos de unién a dineina probados (propulsadas por dineina),
como se puede observar en la Fig. 1A a,c, para el péptido Dinpro y en la Fig. 1A e.f, para los péptidos TransRB y
TransBA, respectivamente. Las proteinas se distribuyeron cerca del nicleo y en el area del centro organizador de
microtubulos o se dispersaron a través del citoplasma (Fig. 1, 2). No se encontré ni toxicidad celular ni
modificaciones de la proliferacion celular (Fig. 5b-e).

Ademas, los transportadores peptidicos tuvieron la capacidad de atravesar la envoltura nuclear para entrar en el
nucleo (Fig. 4, 5). Los inventores encontraron que los péptidos transportadores pudieron transportar proteinas
fluorescentes a través de la envoltura nuclear y de la lamina nuclear, como se muestra en las células transfectadas
con lamina B1-GFP (Fig. 4). Se ha demostrado que estos péptidos de suministro pueden acumularse en el nucléolo
0 moverse y salir otra vez, como se demostré en células transfectadas con un plasmido que codificaba la proteina
nucleolar B23 (Fig. 5a).

La proteina rodamina B o TAMRA unida a los péptidos de suministro se transportaron de forma activa a través de las
uniones y de las conexiones célula-célula mediante uniones adherentes, filopodios y procesos celulares. Este
bombeo hacia afuera de la proteina dio como resultado la rapida propagacion entre las células (Fig. 1-3).

Se demostré que el transporte del péptido de suministro es dependiente de los microtubulos, dado el caracteristico
movimiento dependiente de dineina y que se detuvo con los farmacos despolimerizantes de microtubulos como
nocodazol, y que el transporte se recuper6 después del lavado del farmaco (Fig. 3A). No obstante, otros agentes

despolimerizantes del citoesqueleto de actina (latrunculina A) no tuvieron impacto sobre este transporte, como se
esperaba, debido a que no estan relacionados (Fig. 3B).

Ejemplo 2. Suministro de la proteina rodamina mediante su unién a las secuencias del péptido
transportador que se unen a la dineina motora citoplasmatica en células de diversos origenes.
MATERIALES Y METODOS

La mayoria de los materiales y métodos fueron equivalentes a los del ejemplo anterior, con las siguientes
peculiaridades:

2.1. Lineas celulares y medios de cultivo utilizados.

En este ejemplo, los inventores probaron diversas lineas celulares de distintos origenes para el uso de los péptidos
suministrados.
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a) La linea celular HEK 293T/17 (Coleccion Americana de Cultivos Tipo ATCC n.° CRL-11268) procede de
células de rifdn embrionario humano transformadas con adenovirus 5 y contiene, ademas, el antigeno T grande
de SV40. Las células HEK 293 y varias otras lineas celulares humanas generadas mediante transformacion con
adenovirus de las células de rifion embrionario humano tienen la morfologia (Fig. 1Ca-b) y muchas propiedades
de las neuronas inmaduras, tal como la presencia de ARNm y de productos génicos encontrados normalmente
en las neuronas.

Esta linea celular se cultivo utilizando medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Lonza), complementado
con suero fetal bovino (SFB, Lonza) al 5 %, inactivado durante 30 minutos a 56 °C, glutamina 4 mM (Invitrogen),
penicilina 200 Ul/ml y estreptomicina 100 mM (Invitrogen). Las condiciones de cultivo de las células fueron a
37 °C y una atmodsfera de CO2 al 5 %. De forma rutinaria, estas células se subcultivaron 1:6 dos veces a la
semana, en matraces de cultivo Easy-T-Flasks de 75 cm? recubiertos con Nunclon® (Nunc). El medio del cultivo
DMEM se complementé de varias formas dependiendo de los requerimientos particulares del ensayo. Por lo
tanto, los inventores se refieren a DMEM SC cuando se utilizé sin antibiéticos, glutamina o SFB. Los inventores
se refieren a DMEM al 2 % cuando el porcentaje de SFB se afiade en este porcentaje, manteniendo los otros
aditivos en las concentraciones mencionadas.

b) La linea celular SK-N-MC de células de neuroblastoma humano (ATCC HTB-10) de origen neurogénico y con
actividad dopamina beta hidrolasa. Esta linea celular se cultivé en medio esencial minimo de Eagle con piruvato.
El procedimiento y la composicion fueron similares a los de la linea celular anterior (Fig. 1Cc-d).

c) La linea celular COS-7 de rifidn de mono verde africano obtenida de CV-1, una linea celular de simio
(Cercopithecus aethiops), mediante transformacién con un mutante de origen defectivo del SV-40. Morfologia de
fibroblastos. N.° de ATCC CRL-1651, EC ACC 60. Esta linea celular se cultivd como se explica para a).

d) La linea MDCK de células epiteliales de rifion de canino Madin-Darby. Células de origen epitelial, positivas
para queratinas y rodeadas de lamina basal. ATCC CCL-34. Esta linea celular se cultivd como se explica para a).
e) Linea celular inmortal HeLa obtenida de células epidérmicas de cancer de cuello uterino. Origen epitelial,
expresa queratinas. ATCC CCL-2. Esta linea celular se cultivd como se explica para a).

f) Células de ovario de hamster chino (CHO). Las células CHO no expresan el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). ATCC CCL-61. Esta linea celular se cultivd como se explica para a), afiadiendo en el medio
prolina 4 mM (Invitrogen).

g) La linea celular de macréfagos humanos THP1 (ATCC TIB-202) se cultivd en suspensiéon con medio RPMI-
1640. Las células se sembraron 24 horas antes del tratamiento con el péptido y se afadié acetato de forbol
miristato al 5 % (PMA, Lonza).

h) La linea celular de linfocitos humanos KARPAS-422 procedente de células de linfoma no Hodgkin se cultivd en
suspension con medio RPMI-1640 (ICLC: HTL99023).

i) Linea de células de insecto SF9: las células SF9 proceden de Spodoptera frugiperda (oruga cogollera) (ATCC
CRL-1711).

En conclusion, el Ejemplo 2 muestra que los péptidos de unién a dineina del complejo motor microtubular son utiles
para el suministro satisfactoria de sustancias en muchos tipos celulares distintos, procedentes de distintos origenes
tisulares: fibroblastos, células epiteliales, macréfagos, linfocitos, etc. y de distintas especies (ser humano, mono,
hamster, perro) y tanto transformadas como no transformadas. Esto apoya la aplicacion de los péptidos de
suministro de union a dineina en células procedentes de tumores sélidos (carcinoma epidérmico de cuello uterino) o
de neoplasias hematolégicas (linfoma no Hodgkin).

Ejemplo 3. Suministro del antigeno M2 del virus de la gripe mediante su unién a una secuencia del péptido
transportador (DynProp) que se une a la dineina motora citoplasmatica.

Los materiales y métodos de este ejemplo son coincidentes con el Ejemplo 1, excepto en los siguientes puntos:
3.1 Péptidos utilizados.

Se utilizé un péptido que contenia el motivo de union a DLC8 descrito anteriormente en la proteina p54 del VFPA
(DynPro) y unido al péptido M2 del virus de la gripe. Esta es una proteina interna del nucleo del virus de la gripe se
ha caracterizado recientemente como responsable de la generacion de la respuesta del inflamasoma en las células
durante la infeccion. Este péptido actualmente se incluye en algunas formulaciones nuevas de vacuna frente a la
gripe, junto a la hemaglutinina, o solo. Como controles negativos se incluyeron otros péptidos con secuencias
irrelevantes (péptido INTCT3). Todos se unieron a la proteina tetrametil-rodamina (TAMRA) y se describen en la
Tabla 1.

La fuente, la manipulacién de los péptidos y otros métodos, fueron los mismos que los descritos en el Ejemplo 1.
3.2. Anticuerpos.

Se utilizé el anticuerpo anti-antigeno M2 de la gripe, obtenido de conejos inmunizados con la proteina M2 de la gripe
unida a 10 restos de histidina, expresada en baculovirus y mas tarde purificada, a una diluciéon 1:50. Se genero en el

laboratorio de los inventores. Los protocolos de inmunofluorescencia fueron los mismos que lo explicado para el
Ejemplo 1.
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En conclusién, el Ejemplo 3 muestra que el péptido de suministro fusionado al antigeno M2 de la gripe mostr6 las
mismas propiedades dinamicas que el péptido solo o que la proteina que transportaba rodamina (TAMRA). Tiene la
misma distribucion intracelular extendida y las misma propiedades de acumulacion intracelular (Fig. 6a). Los
inventores fueron capaces de detectar el antigeno M2 de la gripe con un anticuerpo especifico que colocaliza con el
péptido de suministro, lo que demuestra que se transportdé mediante el péptido a los emplazamientos celulares
(Fig. 6b). Esto demuestra que la carga a transportar de forma satisfactoria pueden ser péptidos, proteinas y/o
antigenos, entre otros.

Ejemplo 4. Suministro en ratones in vivo del antigeno M2 del virus de la gripe unido a la secuencia de
péptido transportador (DynPro)

Los materiales y métodos son coincidentes con el Ejemplo 1, excepto en los siguientes puntos.

Se inocularon por via intraperitoneal 30 ratones hembra BALB/c (subgrupo AnNHsd) de 6-8 semanas de edad, con
un volumen de 100 ul de las distintas formulaciones, segin se explica a continuacion, en los dias 0, 14 y 28
posinoculacion, y para analizar los sueros se les extrajo sangre en los dias 0, 14, 28, 42 y 63.

Los inventores compararon el efecto del antigeno M2 del virus de la gripe solo y/o unido con el péptido de suministro
0 el péptido de suministro solo, inoculando 30 ratones en 5 grupos y comparando la respuesta inmunitaria. Ademas,
se afnadi6 el adyuvante incompleto de Freund en las formulaciones indicadas (Fig. 6¢c-e). Se probaron distintas
combinaciones mediante la inoculacién intraperitoneal de 2 ng de péptido/ratones/dosis como se indica a
continuacion:

GRUPO A (6 ratones): Péptido de suministro DynPro en PBS + adyuvante incompleto de Freund

GRUPO B (6 ratones): Antigeno M2 de la gripe en PBS + adyuvante incompleto de Freund

GRUPO C (6 ratones): Antigeno M2 de la gripe unido al péptido de suministro DynPro en PBS + adyuvante
incompleto de Freund

GRUPO D (6 ratones): Antigeno M2 de la gripe unido al péptido de suministro DynPro en PBS

4.1. Determinacion de anticuerpos especificos.

Mediante ELISA se evalud la respuesta de IgG especifica para M2 de la gripe. Para recubrir las microplacas de
ELISA (Polysorp, Nunc, Dinamarca) se utilizé péptido M2 purificado (GL Biochem) en tampdn carbonato/bicarbonato
50 mM, pH 9,6, durante una noche a 4 °C, a una concentracién de 500 ng/pocillo. Las placas se lavaron cuatro
veces con PBS-Tween 20 (PBST al 0,1%) y se incubaron con solucién de bloqueo (PBST-BSA al 2 %,
100 pl/pocillo) durante 1 hora a 37 °C con agitacién constante. Se incubaron diluciones con factor dos de las
muestras de suero de 1:50 a 1:12.800 en tampdn de bloqueo, durante 1 hora a 37 °C con agitacion. Después, las
placas se lavaron otra vez 4 veces con PBST y se afadieron 100 ul/pocillo de anticuerpo monoclonal anti-lgG de
ratén conjugado con HRP (GElifesciences, Estados Unidos), diluido 1:2.000 en solucidon de bloqueo. Para la
reaccion con el sustrato, las placas se lavaron cuatro veces con PBST y se afiadieron a las placas 100 ul/pocillo de
acido 2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) 1 mM (ABTS, KPL, Estados Unidos). Para desarrollar los
inmunocomplejos se dej6 reaccionar durante 15 min la reaccion de peroxidasa a temperatura ambiente y las placas
se leyeron a 450 nm en un lector de microplacas de ELISA (Multiskan EX, Thermo Electron Corp, Estados Unidos).
El umbral limite que discriminaba entre sueros negativos y positivos se establecié en 2 veces la media de la DO405
de tres sueros de control negativo incluidos en cada ensayo (Fig. 6¢c-e).

En conclusion, el Ejemplo 4 muestra la inoculacion de ratones con el antigeno M2 de la gripe solo o unido al péptido
de suministro, para comparar la respuesta inmunitaria producida. Todos los ratones permanecieron sanos, estables
en peso y temperatura, sin signos de toxicidad. Se analizaron los sueros obtenidos de los ratones para ensayar la
respuesta de anticuerpos. La primera inoculacién mostré una fuerte respuesta de anticuerpos en los ratones
inoculados con el antigeno M2 de la gripe con el adyuvante Incompleto de Freund y una respuesta inicial mas baja
en los inoculados con el antigeno M2 de la gripe unido al péptido de suministro (Fig. 6c). Después de una segunda
inoculacion, la respuesta de los anticuerpos se elevd de forma similar con o sin el péptido de suministro, siendo la
prueba de que este método es adecuado para la vacunacion (Fig. 6d-e).

Ejemplo 5. Suministro de las nanoparticulas funcionalizadas con la secuencia del péptido que transporta la
dineina.

Los materiales y métodos de este ejemplo son coincidentes con el Ejemplo 1, afadiendo los siguientes puntos:
5.1.1. Productos quimicos para la sintesis de nanoparticulas.
Todos los productos quimicos eran de calidad reactiva y se utilizaron sin purificacion adicional. El tetracloruroaureato

(1) de hidrogeno trihidratado (al 99,9+ %), el clorhidrato de (N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida y el acido
2-[N-morfolino]etanosulfénico (al 99,5 %) se compraron a Sigma-Aldrich, la N-(2-mercaptopropionil)glicina (>98 %) y
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la N-hidroxisulfosuccinimida (>97 %) a Fluka, NaBHa4 (98 %) a Lancaster, las secuencias de péptido procedentes de
la proteina p54 del VFPA (M2-DynPro, DynPro y el péptido de control INTCT3) a Genecust, CH3O-PEG-NH: (750
Da) a Rapp-Polymere. El agua destilada en el laboratorio se purificéd adicionalmente utilizando un sistema de agua
de calidad reactiva Milli-Q (Millipore). Los tampones se prepararon de acuerdo con el procedimiento de laboratorio
convencional. Otros productos quimicos eran de calidad reactiva y se utilizaron como se recibieron.

METODOS
5.2.1 Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas.

Procedimientos generales. Los espectros UV-vis se llevaron a cabo con el espectrofotdometro Varian Cary 50. Los
espectros de fluorescencia se llevaron a cabo con un espectrémetro de fluorescencia LS-55. Las mediciones del
potencial Zeta (£ en mV) se realizaron utilizando un analizador ZetaPALS de Brookhaven. Todos los espectros se
recolectaron en MES 50 mM, pH 6,5. Para los examenes por MET, se coloco una Unica gota (10 ul) de la solucion
acuosa (0,1 mg-ml"') de las nanoparticulas de oro sobre una rejilla de cobre recubierta con una pelicula de carbono.
La rejilla se dejé secar al aire durante varias horas a temperatura ambiente. El analisis por MET se llevo a cabo en
un microscopio FEI Tecnai 20 operado a 200 KV. La distribucion del tamafio de particulas de las nanoparticulas de
Au se evalué a partir de varias micrografias, utilizando un programa para el procesamiento y el analisis de imagenes
(Imaged). El numero de particulas seleccionado para la estimacién fue de alrededor de 400, lo que dio como
resultado una estadistica de distribucion de tamafio estable.

Produccién de Au@tiopronina: Se codisolvio tetracloroaureato (lll) de hidrégeno trihidratado (0,15 g, 0,4 mmol,
1 equiv) y N-(2-mercaptopropionil) glicina (tiopronina; 0,19 g, 1,2 mmol, 3 equiv) en 20 ml de metanol/acido acético
6:1, proporcionando una solucién rojo rubi. Se afiadi6 NaBH4 (0,30 g, 8,0 mmol, 20 equiv) en 7,5 ml de H20 con
agitacion rapida. La suspension negra formada se agité durante 30 min adicionales después del enfriamiento vy,
después, el disolvente se retird al vacio a 40 °C. La Au@tiopronina cruda era completamente insoluble en metanol
pero bastante soluble en agua. Se purificé mediante dialisis, en la que el pH de 130 mg de producto crudo disuelto
en 20 ml de agua se ajustdé a 1 mediante la adicién gota a gota de HCI concentrado. Esta solucién se cargé en
segmentos de 15 cm de membrana de dialisis de éster de celulosa sin fisuras (Sigma, LPM de 10 kDa) colocados en
vasos de precipitado de agua de 4 | y se agitaron de forma lenta, recargando con agua fresca aproximadamente
cada 10 h en el transcurso de 72 h. Las soluciones de Au@tiopronina azul oscuras se recolectaron a partir de los
tubos de dialisis y se liofilizaron. Rendimiento: 96 mg. Diametro promedio: 2,8 nm. UV/vis (H20) v = 450, 560 nm
(banda de plasmon superficial). Potencial Z, { (mV) = -28,00.

La unién del péptido a las nanoparticulas (Au@#péptido#): se afiadio clorhidrato de (N-(3-dimetilaminopropil)-N’-
etilcarbodiimida (EDC; 2 mg, 0,01 mmol) y N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo NHS; 3 mg, 0,014 mmol) a 4 ml de
Au@tiopronina (2 mg) en acido 2-[N-morfolino] etanosulfénico (MES) (60 mM, pH 6,5). Se anadié el péptido
DynPro TAMRA (0,138 pmol) o péptido M2-DynPro TAMRA (0,130 pmol) o péptido INTCT3 TAMRA (0,138 pmol) o
TAMRA (0,036 umol), y la mezcla se agitd durante la noche. Después, esta solucion se cargd en filtros centrifugos
(Amicon Ultra-0,5 ml) para la purificaciéon del péptido no acoplado DynPro o TAMRA vy el exceso de EDC/sulfo NHS.
UV/vis (H20) v = 450, 560 nm (banda de plasmoén superficial). Potencial Z £ (DynProTAMRA)= -14,95+7,85 mV;
(M2-DynProTAMRA)= -18,62+4,01 mV y { (INTCT3TAMRA)= -36,32+3,98 mV; { (TAMRA) = -3,46+£1,96 mV;
Esquema de la estructura de la nanoparticula (Fig. 7a).

Preparacion de las nanoparticulas de Au@tiopronina: Las nanoparticulas de Au@tiopronina se prepararon utilizando
el procedimiento de Murray et al. (Templeton). La reaccion se ejecutd en una mezcla metandlica/acido acético. La
codisolucion de HAuUCIs y tiopronina proporciond una solucién rojo rubi estable. La adicion del reductor NaBHa4
proporcion6 una soluciébn marréon oscura. La funcionalizacion de las nanoparticulas con el #péptido# y
CH3O-PEG-NH2 se llevd a cabo utilizando el siguiente procedimiento. La suspension se agitdé durante
aproximadamente 30 min y, después se elimino el disolvente. Las nanoparticulas se purificaron mediante dialisis y
se caracterizaron por UV/vis y MET. Para el nucleo de oro de las nanoparticulas se encontré un diametro medio de
2,8 nm. Como consecuencia del pequefio tamafo de los grupos el espectro de absorciéon UV/vis mostré una banda
de plasmon superficial (banda de PS) indetectable. La fluorescencia y los espectros de MS confirmaron la presencia
en las nanoparticulas del péptido marcado con TAMRA. La funcionalizacion de Au@tiopronina con la secuencia de
péptido (DynPro) se llevé a cabo utilizando la reactividad del grupo carboxilo libre de la tiopronina (Esquema de la
Fig. 7a). La reaccion utiliza el carbodiimida EDC soluble en agua para catalizar reacciones entre los grupos acidos
de la nanoparticula y cualquiera de los grupos amino del péptido. Los inventores incluyeron sulfo NHS en la mezcla
de reaccion para mejorar la eficacia de la reaccion de formacién de la amida mediada por carbodiimida, mediante la
produccién de intermediarios éster activos de reaccion resistentes a la hidrdlisis. Las nanoparticulas resultantes se
analizaron por UV/vis, fluorescencia y espectroscopia de masas (MS), asi como analisis del potencial Zeta y MET;
después del acoplamiento del péptido no se observé agregacion.
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5.2.2 Incubacién de las nanoparticulas en las células

Todos los experimentos se llevaron a cabo en condiciones estériles y seguras, trabajando con cabinas de seguridad
de microbioldgica de clase Il. Las nanoparticulas se resuspendieron en H20, con un grado de pureza mQ y estéril,
para obtener soluciones madre a distintas concentraciones. Se puso especial atencion para evitar la turbidez en la
solucion y las puntas siempre se utilizaron con un filtro para evitar posibles contaminaciones cruzadas. Se
almacenaron a 4 °C alicuotas de 500 pl a hasta el momento de uso. Las soluciones de trabajo de las nanoparticulas
se prepararon a partir de las soluciones madre en medio de DMEM SC (PS al 1 %, G al 1 %) y se ajustaron a 8 uM,
que era la concentracion optima. Este procedimiento se realizé justo antes de afiadir las nanoparticulas al cultivo
celular, para evitar la degradacion. Para realizar los ensayos in vivo, se cultivaron durante una noche 108 células
Vero en placas de vidrio de 35 mm. Las células se lavaron en DMEM SC (PS al 1 %, G al 1 %), y el medio presente
se reemplaz6 por 300 ml de las soluciones que contenian las nanoparticulas a la concentracion 6ptima. Las
nanoparticulas se incubaron a 8 mM en camaras de incubacion a 37 °C y CO2 al 5 %, y se observaron con el
microscopio confocal. Para observar distintas fases de la acumulacién en las células los periodos de tiempo de
incubacion variaron de 1 minuto a 3 horas.

5.3.1 Andlisis de citotoxicidad. Ensayos de viabilidad y proliferacién celulares.

Para evaluar la viabilidad celular, se incubaron células Vero sembradas en placas de 24 pocillos en DMEM que
contenia nanoparticulas de Au-tiopronina funcionalizadas con los péptidos de suministro DynPro, DynPro-M2 o el
INTCT3 de control negativo, unidos a las nanoparticulas a concentraciones que variaban de 0 a 50 uM. Después de
la incubacion con los péptidos durante 24 h, las células se recogieron y se determind el nimero de células viables
presentes en las suspensiones celulares mediante ensayo de exclusién del colorante azul de Tripan (Sigma)
(Fig. 7d). Brevemente, se afadieron 20 ul de PBS con azul de Tripan al 0,08 % a un volumen equivalente de
suspension celular y se mezclé. Después de 2 minutos, las células azules (células muertas) se contaron utilizando
un hemocitémetro y un microscopio 6ptico convencional.

Para evaluar la proliferacion celular, 3x10* células Vero sembradas en placas de 96 pocillos se incubaron en 50 pl
de DMEM que contenia los péptidos de suministro DynPro o INTCT3 de control negativo, unidos a las
nanoparticulas a concentraciones que variaban de 0 a 50 uM. Después de 36 h de incubacién, se determind la
proliferacion celular utilizando el ensayo CellTiter 96 Aqueous™ (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante
(Fig. 7e).

En conclusién, el Ejemplo 5 muestra que el péptido de suministro de unién a dineina puede unirse a distintos
farmacos y productos quimicos, tanto organicos (proteina rodamina) como inorganicos (metal Au), para formar
nanoparticulas funcionalizadas con los péptidos de suministro. Estas nanoparticulas no muestran ninguna toxicidad
o efecto proliferativo en las células. Estas nanoparticulas pueden adicionalmente unirse a farmacos o productos
farmacéuticos (tal como la tiopronina utilizada en enfermedades renales), a otros péptidos o antigenos (tal como el
péptido M2 de la gripe) y otros, como indica el estado de la técnica. Ellos conservan las capacidades de distribucion,
acumulacién intracelular y difusion intercelular de los péptidos de suministro de union a dineina y su capacidad de
entrar a través de la membrana nuclear o de una célula a otra, independientemente de su tamafio.

Ejemplo 6. Efecto antiviral de los péptidos fusionados a nanoparticulas.

Las nanoparticulas estabilizan los péptidos que van a ser suministrados, para tratamientos antivirales y para mejorar
la biodisponibilidad y otras propiedades farmacoldgicas de los péptidos para ser usados en tratamientos antivirales
in vivo. En este ejemplo, los inventores demuestran el efecto antiviral del péptido DynPro y el control INTCT3
fusionados a las nanoparticulas de oro-tiopronina del Ejemplo 5. Los materiales y métodos de este ejemplo son
coincidentes con el Ejemplo 1, afiadiendo los siguientes puntos:

6.1.1. Aislados viricos utilizados.

El aislado del virus de la fiebre porcina africana utilizado en las pruebas de inhibicién de la infeccion fue BA71 YV,
adaptado para crecer en la linea celular Vero. La reserva virica se conservo en alicuotas de 100 pl a - 80 °C en
medio DMEM complementado con suero fetal bovino al 15 %. En el momento de su uso, las alicuotas necesarias se
descongelaron de forma rapida en un bafio a 37 °C y se mantuvieron en hielo.

6.1.2. Anticuerpos y cromogenos utilizados.

¢ anticuerpo monoclonal anti-p30: desarrollado en el laboratorio del Dr. José Angel Martinez Escribano, reconoce
de forma especifica y detecta la proteina temprana p30 del VFPA.

e anticuerpo monoclonal anti-p72 (anti-p73): comercializado por Ingenasa, reconoce de forma especifica y detecta
la proteina estructura tardia, principalmente p72 o p73, del VFPA.

e anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado con el fluorocromo Alexa 594 (Molecular Probes).
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e anticuerpo anti-IlgG de ratén conjugado con el fluorocromo Alexa 488 (Molecular Probes).
e anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa HRP (GE Healthcare).
e anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa HRP (GE Healthcare).

6.2.1 Efecto antiviral del péptido unido a las nanoparticulas.

La noche antiviral al experimento se cultivaron 9 x 10* células Vero en placas de 24 pocillos. La mafiana siguiente,
las células se lavaron en DMEM SC y el medio presente se reemplazé con 300 ul de las soluciones que contenian
los distintos péptidos unidos a las nanoparticulas a distintas concentraciones. La incubacién de las células con los
péptidos unidos a las nanoparticulas tuvo lugar durante 1 hora a 37 °C y CO2 al 5 %, después de lo cual las células
se infectaron con el VFPA. Para infectar las células, el cultivo celular existente se retiré y se reemplazé hasta 350 pl
al 2 %l/pocillo, que contenian la cantidad correspondiente para obtener una multiplicidad de infeccién de 1 unidad
formadora de placas (ufp) por célula. La infeccion se dejé transcurrir durante el tiempo deseado a 37 °C y CO: al
5 %.

Después del periodo de absorcion (2 h a 37 °C), el virus residual se retird lavando dos veces con DMEM SC y para
finalizar, las células se dejaron en 300 ul de DMEM SC recién preparado que contenia la concentracion de péptidos
correspondiente. Se dejo transcurrir la infeccion a 37 °C durante el tiempo deseado en cada experimento,
dependiendo del parametro de la infeccidn a analizar.

6.2.2 Deteccion de las células infectadas por VFPA mediante inmunofluorescencia indirecta (IF1).

La deteccién de las células infectadas por VFPA en células expuestas previamente a los péptidos unidos a las
nanoparticulas se realizd 6 horas posinfeccion. Las técnicas de IFI utilizadas para detectar las células infectadas con
VFPA mediante inmunofluorescencia fueron las convencionales. En resumen, las células se lavaron con 1 ml de
PBS antes de fijarlas con una solucion de PBS-paraformaldehido al 3,8 %, a temperatura ambiente durante 10
minutos. Después, el paraformaldehido residual se elimind lavando 3 veces las células con 1 ml de PBS. La
permeabilizacion de las membranas celulares se realizé utilizando PBS-Triton X-100 al 0,2 % durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Después de otros 3 lavados con PBS, las células se incubaron a 37 °C en solucion de
bloqueo (PBS-BSA al 3 %) durante 45 minutos. Como antigeno virico a detectar se eligio la proteina temprana p30
[5] del VFPA y su deteccion se llevo a cabo utilizando el anticuerpo anti-p30 diluido 1:200 en PBS durante 1 hora a
37 °C. Las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con una
solucién con anticuerpo anti-lgG de raton diluido 1:300 en PBS. Las células se lavaron en PBS y para finalizar se
incorporé un marcaje de nucleo con Hoechst 3332. Para finalizar, los cubreobjetos que contenian las células se
montaron sobre portaobjetos utilizando Prolong como medio de montaje. Las preparaciones se observaron en un
microscopio de fluorescencia convencional (Leica) para contar el nimero de células positivas para el antigeno virico
p30.

6.2.3. Evaluaciéon del efecto antiviral de las nanoparticulas unidas al péptido mediante analisis de la sintesis de
proteinas viricas FPA mediante western blot.

Las proteinas viricas sometidas a analisis fueron la proteina p30 temprana del VFPA, expresada durante las fases
iniciales de la infeccion, y la proteina p72 (también llamada p73) expresada durante la fase tardia de la infeccién. Se
llevd a cabo el western blot sobre las células, las cuales se lavaron con 1 ml de PBS frio, antes de recogerlas en 50
ul de tampodn de extraccion de proteinas RIPA helado (NaCl 150 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, NP40 al 1 %, SDS al
1 % y Tris-HCI 50 mM pH = 8). Para solubilizar las proteinas se incubaron a 4 °C con agitacion orbital durante 20
minutos y después se centrifugaron a 12.000 rpm en una centrifuga de mesa a 4 °C durante 10 minutos. Los
precipitados se descartaron y se recolectaron los sobrenadantes, los cuales se almacenaron a -70 °C hasta su
analisis mediante transferencia de western.

Las muestras se descongelaron en hielo y se cuantifico la cantidad de proteina en las distintas muestras mediante el
método de Bradford. Se separaron 20 ng de proteina total desnaturalizada a 100 °C durante 5 minutos, mediante
electroforesis en geles de acrilamida:bis-acrilamida al 15 %, durante 90 minutos a 100 V constantes. Las proteinas
separadas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa durante 90 minutos a 100 V constantes en presencia de
un tampon de transferencia (Tris-glicina, metanol al 20 %). La membrana se bloqued en presencia de PBS-leche en
polvo desnatada al 5 % a temperatura ambiente durante un minimo de 1 hora con agitacion orbital. Después, la
membrana se hibridd con 10 ml de anticuerpo policlonal anti-DLC8 diluido 1:50 en PBS, durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacion. Después de este tiempo, la membrana se lavé 3 veces con 20 ml de
PBS-Tween al 0,05 %, a temperatura ambiente durante 15 minutos cada una. La incubacién con el anticuerpo
secundario anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa y diluido 1:4000 en PBS dur6 1 h a temperatura ambiente
con agitaciéon. Después, las membranas se lavaron tres veces con PBS-Tween al 0,005 % durante 15 minutos cada
una. Para finalizar, se realiz6 la deteccion mediante quimioluminiscencia utilizando ECL siguiendo las instrucciones
del fabricante de manera convencional.

Como muestra de partida para el analisis, se utilizaron extractos de proteinas solubles totales procedentes de
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células Vero expuestas o no a las distintas nanoparticulas unidas a péptidos y mas tarde infectadas o no con VFPA
durante 16 horas.

Como anticuerpos primarios, se utilizaron en membranas independientes el anticuerpo monoclonal anti-p30 diluido
1:100 en PBS y el anticuerpo monoclonal anti-p72 diluido 1:2000 en PBS. Las membranas se incubaron con ambos
anticuerpos durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacién orbital. Como anticuerpo secundario, se utilizé en
ambos casos anticuerpo anti-lgG de raton conjugado a peroxidasa. Para finalizar, se realizé densitometria de la
reaccion de quimioluminiscencia para cuantificar y relativizar la cantidad de proteina existente en cada banda
detectada.

En conclusion, el Ejemplo 6 muestra que las nanoparticulas funcionalizadas para suministrar péptidos son utiles
como agentes antivirales y que sus propiedades farmacoldgicas, como la vida media prolongada, las hace
especialmente adecuadas para cualquier composicién farmacéutica.

Ejemplo 7. Construccion de nanoparticulas de Au-tiopronina accionadas por motor molecular pegiladas
nuevas para aumentar las propiedades de estabilidad de la nanoparticula y la vida media in vivo.

Los materiales y métodos son coincidentes con el Ejemplo 5 precedente, con los siguientes cambios especificos en
la sintesis y preparacion de las nanoparticulas:

7.1. Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas pegiladas.

Preparacién de Au@péptido/PEG: Se anadi6é clorhidrato de (N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC;
2 mg, 0,01 mmol) y N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo NHS; 3 mg, 0,014 mmol) a 4 ml de Au@tiopronina (2 mg) en
acido 2-[N-morfolino] etanosulfénico (MES) (50 mM, pH 6,5). Después, se afiadi6 el péptido DynPro (0,138 umol) o
el péptido M2-DynPro (0,130 umol) o el péptido INTCT3 (0,138 umol) o TAMRA (0,036 pmol), y se agité durante 20
minutos; después de este tiempo para el acoplamiento del péptido a las particulas, se afiadié a las soluciones
CH30-PEG-NH2 (0,525 mg, 700 nmol) y se dej6é en agitacion durante una noche. Las distintas preparaciones se
cargaron en filtros centrifugos (Amicon Ultra-0,5 ml) para la purificacién de los péptidos no acoplados o0 TAMRA,
CH30-PEG-NH2 y el exceso de EDC/sulfo NHS. UV/vis (H20) v = 450, 560 nm (banda de plasmén superficial).
Potencial Z ¢ (DynProTAMRA/PEG)= -1,60+1,21 mV; ¢ (M2DynProTAMRA/ PEG)= -18,1315,85 mV vy
¢ (INTCT3TAMRA/PEG)= -30,3345,53 mV; £ (TAMRA/PEG)= -0,03+0,03 mV. Esquema de la composiciéon de la
nanoparticula (Fig. 7a).

La adicion sobre el cultivo celular y la evaluacion se realizé como en el Ejemplo 5.

En conclusion, el Ejemplo 7 muestra que las nanoparticulas funcionalizadas con el péptido de suministro se pueden
unir a distintas cargas tales como polimeros, siendo las cadenas poliméricas de polietilenglicol (PEG) un ejemplo
caracteristico con muchas aplicaciones en productos farmacéuticos y medicina. Estas nanoparticulas conservan las
capacidades de distribuciéon, acumulacion intracelular y difusién intercelular de los péptidos de unién a dineina de
suministro y su capacidad de entrar a través de la membrana nuclear o de una célula a otra, independientemente de
su tamario.

Ejemplo 8. Construccion de nanoparticulas de Au-Tiopronina-carbohidratos accionadas por motor molecular
nuevas para suministrar el péptido TERTh o ACE para diagnéstico, terapia o vacunacion antineoplasica.

Los materiales y métodos son coincidentes con el Ejemplo 5 precedente, con los siguientes cambios especificos en
la sintesis y preparacion de las nanoparticulas:

Las secuencias del péptido TERTh y/o ACE se unieron a las nanoparticulas de Au-Tiopronina funcionalizadas con el
péptido de union a dineina DynPro. La adicién sobre el cultivo celular y la evaluacion fue la misma que en el
Ejemplo 5 pero, ademas, esta formulacion se probd en lineas celulares de origen tumoral. Se estudiaron varias
lineas celulares procedentes de los tumores humanos mas comunes, incluyendo las células HelLa (de carcinoma de
cuello uterino que portaba virus del papiloma humano, con p53 de tipo silvestre pero inactivada), la linea celular SK-
N-MC de células de neuroblastoma humano, las lineas celulares de linfocitos humanos CARPAS 446 procedentes
de células de linffoma no Hodgkin, las células A431 (carcinoma epidermoide; p53 mutada), las células HT29
(adenocarcinoma de colon; p53 mutada), las células MCF7 (adenocarcinoma de mama; p53 de tipo silvestre), las
células Saos-2 (osteosarcoma; ausencia de p53) y tres lineas celulares de melanoma maligno uveal: MKTBr (p53
mutada), OCM1 (p53 mutada) y Sp6 (p53 de tipo silvestre).

La viabilidad celular se evalué después del tratamiento con las nanoparticulas. Se sembraron en placa un total de
4 X 10* células/pocillo en placas de cultivo de 24 multipocillos; la densidad celular se evalué mediante el método de
cristal violeta. Brevemente, las células se fijaron con glurataldehido al 1 % durante 10 minutos, se lavaron dos veces
en PBS y se tifieron con 1,5 ml de solucién de cristal violeta al 0,1 % durante 30 minutos. Las células se aclararon
en un vaso de precipitado con una corriente suave de agua destilada hasta que el colorante se lavo y se dejaron
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secar durante una noche. La absorbancia se leyé a 590 nm por la captacion de colorante en acido acético al 10 %.

En conclusion, el Ejemplo 8 muestra que las nanoparticulas funcionalizadas con el péptido de suministro que
transportaban los péptidos tumorales (ACE, TERTh) son utiles como sistema de suministro en células tumorales,
con uso potencial en diagndstico y vacunacion antineoplasica.

Ejemplo 9. Construccion de nanoparticulas de Au-Tiopronina accionadas por motor molecular que
transportan un péptido antitumoral inhibidor de TERTh.

Los materiales y métodos son coincidentes con el Ejemplo 5 precedente, con los siguientes cambios especificos en
la sintesis y preparacion de las nanoparticulas:

La adiciéon sobre el cultivo celular y la evaluacion fueron las mismas que en el Ejemplo 5 pero, ademas, esta
formulacion se probé en lineas celulares de origen tumoral. Se estudiaron varias lineas celulares procedentes de los
tumores humanos mas comunes, incluyendo las células HelLa (procedentes de carcinoma de cuello uterino que
portaba virus del papiloma humano, con p53 del tipo silvestre pero inactivada), las células A431 (carcinoma
epidermoide; p53 mutada), las células HT29 (adenocarcinoma de colon; p53 mutada), las células MCF7
(adenocarcinoma de mama; p53 del tipo silvestre), la linea celular SK-N-MC de células de neuroblastoma humano,
la linea celular de linfocitos humanos CARPAS 446 procedente de células de linfoma no Hodgkin y las células Saos-
2 (osteosarcoma; ausencia de p53).

La viabilidad celular se evalué después del tratamiento con las nanoparticulas. Se sembraron en placa un total de
4 X 10* células por pocillo en placas de cultivo de 24 multipocillos. La densidad celular se evalué mediante el método
de cristal violeta. Brevemente, las células se fijaron con glutaraldehido al 1 % durante 10 minutos, se lavaron dos
veces en PBS y se tifieron con 1,5 ml de solucion de cristal violeta al 0,1 % durante 30 minutos. Los pocillos se
aclararon en un vaso de precipitados con una corriente suave de agua destilada hasta que se lavo el colorante y se
dejaron secar durante una noche. La absorbancia se leyé a 590 nm mediante captacion del colorante en acido
acetico al 10 %.

En conclusion, el Ejemplo 9 muestra que las nanoparticulas funcionalizadas con el péptido de suministro que
transportaba el péptido anti-TERT eran citotéxicas en células de origen tumoral, siendo la base para un nuevo
sistema de suministro de agentes para terapia para el cancer.

Ejemplo 10. Distribucion subcelular de una formulacion de péptido que comprende la SEQ ID NO: 11
(TransMy).

Los materiales y métodos de este ejemplo son coincidentes con el Ejemplo 1, con excepcion de los siguientes
puntos:

10.1 Péptido utilizado:

Se utilizé un péptido con la SEQ ID NO: 11 (TransMy) unido a una cola de octa-arginina. El péptido INTCT3 se utilizd
como control. Ambos péptidos se unieron a la proteina tetrametil-rodamina (TAMRA) y se describen en la Tabla 1.

La fuente, la manipulacién de los péptidos y otros métodos fueron los mismos que los descritos en el Ejemplo 1.

La Fig. 8 muestra la acumulacion intracelular eficaz de dichos péptidos y su distribucion intra e intercelular. Muestra
su localizacion por todo el citosol y, lo que es de la mayor importancia, también en el nucleo.

Ejemplo 11. Construccion del péptido TransMy de la SEQ ID NO: 11 funcionalizado con nanoparticulas de
Au-Tiopronina PEGiladas para suministrar una vacuna de ADN que codifica los antigenos HA1
(hemaglutinina) y M2 del virus de la gripe

Los materiales y métodos son coincidentes con el Ejemplo 5 precedente, con los siguientes cambios especificos en
la sintesis y preparacion de las nanoparticulas:

11.1. Sintesis y caracterizacién de las nanoparticulas pegiladas: Au@p3k-TransMy

Preparacion de Au@péptido/PEG: se aiadio clorhidrato de (N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC; 2 mg,
0,01 mmol) y N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo NHS; 3 mg, 0,014 mmol) a 4 ml de Au@tiopronina (2 mg) en acido
2-[N-morfolino] etanosulfénico (MES) (50 mM, pH 6,5). Después, se afadié el péptido TransMy (0,138 umol) o el
péptido INTCT3 (0,138 umol) o TAMRA solo (0,036 umol) y se agité durante 20 minutos; después de este tiempo
para el acoplamiento del péptido a las nanoparticulas, se afiadi6 CH3O-PEG-NH2 (0,525 mg, 700 nmol) a las
soluciones y se dejé en agitacion durante la noche. Las distintas preparaciones se cargaron en filtros centrifugos
(Amicon Ultra-0,5 ml) para la purificacion de los péptidos no acoplados o de TAMRA, CH30O-PEG-NH: y el exceso de
EDC/sulfo NHS. UV/Nis (H20) v = 450, 560 nm (banda de plasmon superficial). Potencial Z ¢

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 609 250 T3

(TransMyTAMRA/PEG)= -1,59+1,22 mV; ¢ (INTCT3TAMRA/PEG)= -30,33£5,53 mV y ¢ (TAMRA/PEG)= -0,03
+0,03 mV.

Incorporaciéon de plasmido: Como ejemplo, se incorporé una composicion de vacuna de ADN que comprende un
plasmido pcDNAs que codifica la hemaglutinina HA1 de la gripe (pcAPCH-Lk1-HA1) y/o el casete de expresion de la
proteina M2 (pcAPCH-Lk1-4M2) en las nanoparticulas Au@p3k-TransMy a una proporcion de 0,1 mg de
plasmido/mg de nanoparticula, con el fin del suministro y la expresion de proteina. La adicion sobre el cultivo celular
y la evaluacion se realizaron tal como se muestra para el Ejemplo 5.

En conclusién, el Ejemplo 11 muestra que las nanoparticulas funcionalizadas con el péptido de suministro se
pueden unir a distintas cargas tales como polimeros, siendo las cadenas poliméricas del polietilenglicol (PEG), un
ejemplo caracteristico con muchas aplicaciones en productos farmacéuticos y en medicina. Estas nanoparticulas
conservan las capacidades de distribucion, acumulacioén intracelular y difusién intercelular de las otras formulaciones
de péptidos de suministro de unién a dineina, y su capacidad para entrar a través de la membrana celular o de una
célula a otra, independientemente de su tamario, tal como se muestra en la Figura 8B.

Ademas, se detectd en las células la expresion satisfactoria de cada vector plasmidico o vacuna de ADN utilizando
inmunofluorescencia, con un anticuerpo frente a la hemaglutinina de la gripe (anti-HA; Figura 8E) y frente a M2 de la
gripe (anticuerpo anti-M2; Figura 8F).
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His Pr¢ Ala Glu Pr¢ Gly Ser Thr Val Thr Thr Gln Asn Thr Ala Ser
1 5 10 15

Gln Thr Met Ser
20

<210>7

<211> 45

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400>7

Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Glu Trp Gly
1 5 10 15

Ser Arg Ser Asn Gly Ser Ser Asp Pro His Pro Ala Glu Pro Gly Ser
20 25 30

Thr Val Thr Thr Gln Asn Thr Ala Ser Gln Thr Met Ser

35 40 45
<210>8
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia artificial
<400> 8
Tyr Thr Thr Gln Asn Thr Ala Ser Gln Thr Met Ser
1 5 10
<210>9
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 9

29



10

15

20

25

30

35

40

45

His Pre Thr Glu Pro Tyr Thr Thr Val Thr Thr Gln Asn Thr Ala Ser

1

Gln Thr Met Ser
20

<210> 10

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 10

Phe Pro Asn Pro Ser Gly Arg Ser Ser Glu Asp Lys Ser Thr Gln Thr

1

Ala Gly

<210> 11

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 11

Pr¢o Lys Asp Asp Ly Asn Thr Met Thr Asp

1

<210> 12

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 12

Ser Leu Val Ser Ser Asp Glu Ser Val Leu His Gly Ser His Glu Ser

1

Gly Glu His Val
20

<210> 13

<211> 7345

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<223> /mol_type="ADN" /nota="pcAPCH1-Lk1-HA1" /organismo="secuencias artificiales"

5

5

5

30

ES 2 609 250 T3

10

10

10

15

15

15



<400> 13

gacggatcgg
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttceog
cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgee
atgcccagta
tegetattac
actcacgggyg
aaaatcaacyg
gtaggcgtgt
ctgettactg
gtttaaacgg

tttocttgee

agacttagtyg

gagatctcec
aagccagtat
ttaagctaca
gagttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgcec
catgacctta
catggtgaty
atttccaagt
ggactttceca
acagtgygag
getbtategaa
gacagacgte
cttattttaa

cagoctggag

ES 2 609 250 T3

gatcccctat
ctgctccocety
acaaggcaagqg
ctgettegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtaty
tatttacggt
cetattgacyg
tgggacttte
cggttttgge
ctocacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
gecatgeteoce
aaggtgtoca

ggtcococtgaa

ggtgcactct
cttgtgtgtt
gettgacega
atgtacggge
ttacggggte
atggeccoccegeco
ttccecatagt
aaactgccca
tcaatgacgy
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagctct
ctcactatag
ggocagocaty
gtgtgacgtg

actctoectgt

31

cagtacaatc
ggaggtcget
caattgeatg
cagatatacg
attagtteat
tggctgaceyg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggecce
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacy
ctggctaact
ggagacccaa
gacttegggt
cagctggtgg

gcagtctctyg

tgctctgatg
gagtagtgcg
aagaatctge
cgttgacatt
agoccatata
coccaacgacce
gggactttcc
catcaagtgt
gectggeatt
gtattagteca
tageggttty
ttttggecace
caaatgggcyg
agagaaccca
getggoetage
tgagettggt
agtctggggyg

gattcacttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080



cagtagctat
aaccattaat
catctocaga
ggatacagcc
cgatgtctgg
cggaggttet
tgecatttceca
gttctggtac
cotggottet
cacaatcage
ttaccecaccg
cteoccaceeoct
tgogaacaat
ctetgttaac
cccactacaa
cocactgett
aatatgttat
gtecatcattc
aaacggagta
atggctgacy
agggaaagaa
gaatctctat
atttacecccyg
ttactggacc
agcaccaatg
cgeatcaaty
tocteoccottac
tgccaaattg
cageggeage
tocgaattcaa
cacactggac

tegactgtge

ggcatgtctt
gagaatggag
gacaatgccc
atgtattact
ggcgcaggga
ggaggaggty
gg9ggagagag
cagcagaage
ggagtooctg
cgaatggagg
acgttcggtg
cctggttett
tcaaccgaca
ctgctogaagy
ttggggaaat
ccagtgagat
ccaggagatt
gaaagattcg
acggcageat
gagaagyagy
gtecttgtac
cagaatgaaa
gaaatagcag
ttgctaaaac
tatgettteg
catgagtgta
cagaatatac
aggatggtta
ggcgaattee
aggcctacgt
tagtggatcec

cttotagtty
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gggttcgcca

gtagcaccta
agaacaccct
gtgcaaggga
ccacggtcac
ggagtcaaat
tcaccatgac
caggatcctc
ttegottoag
ctgaagatge
gaggcaccaa
ceggtggege
ctgttgacac
acagccacaa
gtaacatcge
catggtccta
tcatcgacta
aaatatttecc
getoeccatga
goteatacee
tgtggggtat
atgettatgt
aaagacccaa
ccggagacac
cactgagtag
acacgaagtg
acceagtoac
caggactaag
gtttaaacca
cgagocggecg
gagctcggta

ccagcecatet

gactccagac
ttatccagac
gtacttgcaa
gacctceggt
cgtcktccteca
tgttoteteco
ctgecagtgee
ccccagactc
tggeagtggyg
tgocactttt
ggtggagatc
tetogacgac
agtactogag
cggaaaacta
cggatggcte
cattgtagaa
tgaggagcty
caaagaaagc
ggggaaaagc
aaagctgaaa
tecatcacceg
ctetgtagtg
agtaagagat
aataatattt
aggctttggy
tecaaacaccoe
aataggagag
gaacattcecg
tcatcatcat
ccactgtget
ccaagcttaa

gttgtttgea
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aagaggctgg
agtgtgaggg
atgagcagtc
agaaggtact
ggaggtggceg
cagtctecag
agctcaagtg
ctgatttatg
tetgggacot
tactgccaac
aaacgggagt
acaatatgta
aagaatgtga
tgtagattaa
ttgggaaacc
acaccaaact
agggagcaat
tcatggeoceca
agtttttaca
aattcttaty
cctaacagta
acttcaaatt
caagctggga

gaggcaaatg

tceggeatca
ctgggageta
tgoeccaaaat
tccattcaat
catcatcatt
ggatatctge
gtttaaaceg

cetococegt

aattggtoge
gcecgtttcac
tgaagtctga
ggttttacect
gatcaggagg
caatcatgte
taagttatat
acacatccaa
cttactotot
agtggtttte
ttectaagec
taggctaceca
cagtgacaca
aaggaatagc
cagaatgcga
ctgagaatgyg
tgagctcagt
accacaacac
gaaatttgct
tgaacaaaaa
aggaacaaca
ataacaggag
ggatgaacta
gaaatctaat
tcacctcaaa
taaacageag
acgtcaggag
ccactagtgg
aacceogggaa
agaattccac
ctgatcagec

goottocttyg

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2780

2820

2880

2940

3000



accctggaayg
tgtetgagta
gattgggaag
gaaagaacca
gcggcgggty
geteecttteg
ctaaatcggyg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
gtecagttagy
atctcaatta
tgcaaagecat
cgoccoctaac
tttatgcaga
tttttggagg
ctgatcaaga
gttectoogge
gctgetetga
agaccgacct
tggceacgac
actggctgct
ccgagaaagt
ccotgocecatt
coggtottgt
tgttegeceoag
atgoctgett
gocggetggg
aagagcttgg

attegeoageg

gtgocactoe
ggtgteoatte
acaatagcag
getggggete

tggtggttac

ctttettece
ggctecocttt
agggtygatyy
tggagtcecac
tcteggteta
atgagctgat
gtgtggaaag
gtcagecaacc
gcatctcaat
toccgeccagh
ggeccgaggec
cctaggcttt
gacaggatga
cgcttgggtyg
tgcegeegtg
gtecgghtgee
gaggegttect
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggceg
googaaktate
tgtgyeggac
cggcgaatgg

categectte
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cactgtoctt
tatteotgggg
geatgctggg
tagggggtat
gogocagogtg
ttectttete
agggttccga
ttecacgtagt
gttectttaat
ttettttgat
ttaacaaaaa
tccccagget
aggtgtggaa
tagtcagcaa
tecegeccatt
gecteotgoct
tgcaaaaagc
ggategttte
gagaggctat
tteccggetgt
ctgaatgaac
tgegeagetyg
gtgcegggge
goctgatgcaa
gogaaacate
gatctggacg
cgcatgcecg
atggtggaaa
cgetateagg
getgaceget

tategectte

tocctaataaa

ggtggggtgyg
gatgeggtgg
coccacgege
accgetagcac
gecacgtteg
tttagtgctt
gggccatege

agtggactct

ttataaggga
tttaacgcga
ccocageagg
agtccccagg
ccatagtccc
ctcoceogeoeccea
ctgagctatt
tccocgggage
gcatgattga
tecggetatga
cagcgcaggy
tgcaggacga
tgctogacgt
aggatctect
tgcggegget
gcatecgageg
aagageoatca
acggcgagga
atggoogett
acatagegtt
tcctegtget

ttgacgagtt

33

atgaggaaat
ggcaggacag
gctetatgge
cctgtagegg
ttgcocagege
coeggetttec
tacggcacct
cctgatagac
tgtteccaaac
ttttgeegat
attaattetg
cagaagtatyg
ctceccagea
gccectaact
tggctgacta
ccagaagtag
ttgtatatcc
acaagatgga
ctgggcacaa
gcgeceggtt
ggcageygcgy
tgtcactgaa
gtcatctcac
gcatacgett
agcacgtact
ggggctogeg
tetegtegtg
ttotggatte
ggetaceegt
ttacggtatc

cttetgageg

tgeategeat
caagggggag
ttectgaggeg
cgeattaage
cctagogoos
cegtecaaget
cgaccccaaa
ggtttttege
tggaacaaca
ttecggeoectat
tggaatgtgt
caaagcatge
ggcagaagta
ccgcccatce
atttttttta
tgaggaggct
attttcggat
ttgcacgeag
cagacaatcg
ctttttgtca
ctatcgtgge

gcgggaagygyg
cttgctcoectyg
gatcoggeta
cggatggaag
ccagocgaac
acccatggeg
atcgactgtyg
gatattgetg

gcogeteceg

ggactctggg

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860



gttcgaaatg
cgeccttctat
ccagegeggy
taatggttac
gcattctagt
gacctctage
teegetcaca
ctaatgagtg
aaacctgteog
tattgggcege
gegageggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagyg
ctcecetegtg
cecttoggga
ggtcgttcge
cttatcocggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagcggt
agatcctttg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
caccegtegtg
gataccgoga
aagggccgag
ttgecegggaa
tgctacagge

ccaacgatca

accgaccaag
gaaaggttgg
gatcteatge
aaataaagca
tgtggtttgt
tagagettgg
attccacaca
agctaactca
tgoecagetge
tcttecegett
tecagetcact
aacatgtgag
tttttecata
tggcgaaacc
cgctoctectyg
agegtggege
tccaagetgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
acctteggaa
ttttttgttt
atctttteta
atgagattat
tcaatctaaa
goacctatet
tagataacta
gacccacget
cgoagaagtyg
gctagagtaa
atcgtggtgt

aggcgagtta
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cgacgoccaa
gctteggast
tggagttett
atagcatcac
ccaaactcat
cgtaatcatg
acatacgage
cattaattgc
attaatgaat
cctegeteac
caaaggeggt
caaaaggcca
ggcteogeoe
cgacaggact
tteoegacect
tttctecatag
gctgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagegatety
cgatacggga
caccggetoe
gtectgeoaac
gtagttegec
cacgetogte

catgatcccce

cctgecatca
cgttttecgg
cgeocacoon
aaatttcaca
caatgtatct
gtecatagetg
cggaagecata
gttgcgctca
cggocaacge
tgactegetg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gocgettace
ctcacgetgt
cgaacccccc
ccocggtaaga
gaggtatgta
aagaacagta
tagetecttga
gattacgcge
cgctcagtgg
cttocacctag
gtaaacttgg
tetatttegt
gggettaceca
agatttatca
tttatecegeoe
agttaatagt
gtttggtatg

catgttgtge

34

cgagattteg
gacgccggct
aacttgttta
aataaagcat
tatcatgtct
tttectgtgt
aagtgtaaag
ctgcecogett
goggggagag
cgoteggteg
tecacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggegttte
ggatacctgt
aggtatcteca
gttcagcceg
cacgackttat
ggaeggtgota
tttggtatct
tecggcaaac
agaaaaaaag
aacgaaaact
atcettttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggcceeca
gcaataaace
tcecatccagt
ttgogecaacg
gcttcattca

aaaaaagcgg

attccacege
ggatgatcect
ttgcagetta
ttttttcact
gtataccgtec
gaaattgtta
cctggggtge
toccagteggg
goggtttgeg
tteggetgeg
caggggataa
aaaaggcecge
atcgacgetce
ccectggaag
cogectttet
gttcggtgta
accgctgege
cgcocactgge
cagagttett
gcgctctget
aaaccaccoge
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett
ttgeoctgact
gtgctgcaat
agccagecgyg
ctattaattyg
ttgttgcecat
getoocggtte

ttagctcett

4520

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780
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cggtccteocg atcgttgtca gaagtaagtt ggocgcagtg ttatcactca tggttatgge 6840
agcactgcat aattctctta ctgtcatgec atcegtaaga tgcecttittcectg tgactggtga 6900
gtactcaacc aagtcattct gagaatagtg tatgcggega ccgagttgct cttgecegge 6960
gtcaatacgg gataataceg cgocacatag cagaacttta aaagtgetca tcattggaaa 7020
acgttctteg gggegaaaac tctceaaggat cttaccgetg ttgagateca gttegatgta 7080
acccactegt geacccaact gatettcage atettttact ttecaccageg tttetgggtg 7140
agcaaaaaca Jggaaggcaaa atgccgcaaa aaagggaata agggcgacac ggaaatgttg 72040
aatactcata ctcttccttt ttcaatatta ttgaagcatt tatcagggtt attgtctcat 7260
gagcggatac atatttgaat gtatttagaa aaataaacaa ataggggttc cgcgcacatt 73240
teccecgaaaa gtgocacctg acgte 7345

<210> 14

<211> 6600

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<223> /mol_type="ADN" /nota="pcAPCH1-Lk1-4M2" /organismo="secuencias artificiales"

<400> 14
gacggatcgg gagatctcce gatcccctat ggtgcactct cagtacaatc tgcoctctgatyg 60
ccgcatagtt aagccagtat ctgctcoccctg cttgtgtgtt ggaggteget gagtagtgog 120
cgagcaaaat ttaageotaca acaaggcaag gottgaccoga caattgeatg aagaatetge 180
ttagggttag gegttttgeg ctgetteoegeg atgtacggge cagatatacg cgttgacatt 240
gattattgac tagttattaa tagtaatcaa ttacggggte attagttcat ageccatata 300
tggagtteocg cgttacataa cttacggtaa atggoccgcec tggctgaccg cccaacgacce 360
cocgceccatt gacgtcaata atgacgtatg ttoccatagt aacgccaata gggactttec 420
attgacgtca atgggtggag tatttacggt aaactgccca cttggcagta catcaagtgt 480
atcatatgece aagtacgeoce cctattgacyg tcaatgacgg taaatggoce goctggeatt 540
atgoccagta catgaccetta tgggacttte ctacttggea gtacatctac gtattagtcea 600
tegetattac catggtgatg cggttttgge agtacatcaa tgggegtgga tageggtttg 660
actocacgggg atttcocaagt ctccacccea ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggcacce 720
aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactccgce cccattgacg caaatgggceg 780
gtaggcgtgt acggtgggag gtctatataa gcagagctct ctggctaact agagaaccca 840
ctgettactg gettategaa attaatacga ctcactatag ggagacecaa getggetage 900



gtttaaacgg
tttocttgee
agacttagtg
cagtagectat
aaccattaat
catctocaga
ggatacagecc
cgatgtetgg
cggaggttct
tgcattteeca
gttotggtac
cctggettet
cacaatcagce
ttacceaccg
ctccacceoect
aacgcctate
tctaacegag
tgatcectatg
atctaacggt

cgaatggggg

Ecatcatcat
cggtaccaag
catctgttgt
tcctttecta
tggggggtgg
ctggggatge
ggtatcecea
gegtgacoge
tteoteogecac
tccgatttag

gtagtgggce

ttaatagtgg

gcccgacgte
cttattttaa
cagcctggag
ggcatgtctt
gagaatggag
gacaatgeoce
atgtattact
ggcgeaggga
ggaggaggty
ggggagaggyg
cagcagaage
ggagtccctg
cgaatggagy
acgttcggtg
cctggttctt
agaaacgaat
gtcgaaacge
agtcttctaa
tcaagtgate
tctagatcta
cattaacccg
cttaagttta
ttgceectee
ataaaatgag
ggtggggcay
gatgggctcet
cgegecotgt
tacacttgee
gttegocgge
tgctttacgyg
atogocctga

actcttgtte
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gocatgectece
aaggtgtoca
ggtocctgaa
gggttcegeca
gtagcaccta
agaacaccckt
gtgcaaggga
ccacggtcac
ggagtcaaat
tcaccatgac
caggatccte
ttegettcag
ctgaagatge
gaggcaccaa
ecggtggege
gggggtctag
ctatcagaaa
cogaggtcga
ctatgagtct
acggttcaag
ggaatcgaat
aaccgetgat
cccegtgectt
gaaattgcat
gacagcaagg
atggettotyg
ageggegeat
agcgecctag
ttteocecogte
cacctecgace
tagacggttt

caaactggaa

ggcogecatg
gtgtgacgtg
actoctectgt
gactccagac
ttatecagac
gtacttgoaa
gacctccggt
cgtetectea
tgttetetee
ctgcagtgcc
coccagacte
tggcagtggg
tgeocactttt
ggtggagatc
tctcocgagatg
atctaacggt
cgaatggggg
aacgecctatc
tctaaccgag
tgatectact
tccaccacac
cagectogac
ccttgacect
cgeattgtcet
gggaggattg
aggcggaaag
taagegogyge
cgeecegektee
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttogeocottt

caacactcaa

36

gacttcgggt
cagctggtgg
gcagteototyg
aagaggctgg
agtgtgaggg
atgageagtc
agaaggtact
ggaggtggeg
cagtctecag
agctcaagtg
ctgatttatg
tctgggacct
tactgeccaac
aaacgggagt
agtcttctaa
tcaagtgate
tctagatcta
agaaacgaat
gtcgaaacge
agtecgtttaa
tggactagtg
tgtgecttet
ggaaggtgcc
gagtaggtgt
ggaagacaat
aaccagetgy
gagtgtggty
tttegottte
tegggggete
tgattagggt
gacgttggay

ccctateteg

tgagettggt
agtctggggg
gattcacttt
aattggtecge
goegttteac
tgaagtetga
ggttttacct
gatcaggagg
caatcatgtc
taagttatat
acacatccaa
cttactctct
agtggtttte
ttectaagece
ccgaggtcga
ctatgagtet
acggttcaag
gggggtctag
ctatcagaaa
accatcatca
gatcocgaget
agttgecage
actcceactg
cattctattc
agcaggcatyg
ggctcotaggy
gttacgcgeca
tteoecttect
cctttagggt
gatggttcac
taocacgttot

gtctattett

9¢0

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



ttgatttata
aaaaatttaa
aggctcceca
tggaaagtcoco
agcaaccata
ceatteteocg
tgcctctgag
aaagcteoeoeg
gtttegeatg
getattogge
getgteageg
tgaactgcag
agetgtgete
ggggcaggat
tgcaatgogg
acatecgeatc
gygacgaagayg
gcccgacgyc
ggaaaatggc
tecaggacata
ccgettocte
cettettgac
cccaacctge
ggaatcgttt
ttettegeceo
atcacaaatt
ctcatecaatyg
tcatggtcat
cgagocggaa
attgegttge

tgaatcggec

agggattttg
cgegaattaa
gcaggcagaa
ccaggotece
gtoccgeocce
ceccatgget
ctattccaga
ggagettgta
attgaacaag
tatgactggg
caggggcegec
gacgaggcag
gacdgttgtea
ctecctgtcat
cggetgecata
gagcgagcac
catcaggggc
gaggatctcg
cgettttetg
gegttggeta
gtgetttacg
gagttettet
catcacgaga
tcogggacyge
accccaactt
tcacaaataa
tatcttatca
agctgtttce
gcataaagtyg
getcactgee

aacgcgcggyg
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ccgatttcgg
ttetgtggaa
gtatgcaaag
cagcaggeaqg
taactccogece
gactaatttt
agtagtgagy
tatccatttt
atggattgea
cacaacagac
cggttetttt
cgaggetatce
ctgaageggg
ctecacecttge
cgettgates
gtactcggat
tcgegoccage
togtgacceca
gattcatcga
ccegtgatat
gtatcgeege
gagegggact
tttecgattee
cggctggaty
gtttattgca
agcatttttt
tgtetgtata
tgtgtgaaat
taaagootgg
cgetttecag

gagaggeggt

cctattggtt
tgtgtgtecag
catgecatctce
aagtatgcaa
catccegoce
ttttatttat
aggcotttttt
cggatctgat
cgecaggttet
aatcggctge
tgtcaagace
gtggctggecec
aagggactgg
tectgcegag
ggctacctge
ggaagccggt
cgaactgttc
tggcgatgec
ctgtggecgyg
tgetgaagag
tcceogatteg
ctggggtteg
accgecgeet
atcctcoccage
gcttataatg
tcactgcatt
cogtogacoet
tgttatccge
ggtgcotaat
tegggaaace

ttgcgtattg
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aaaaaatgag
ttagggtgtg
aattagtcag
agcatgeate
ctaactcoge
gcagaggocyg
ggaggectag
caagagacag
ceggeagett
tctgatgeeg
gacctgteeg
acgacgggcg
ctgetattgg
aaagtatcca
ccattegace
cttgtegatc
gccaggctca
tgcttgeococga
ctgggtgtgg
cttggeggeg
cagegeatceg
aaatgaccega
tctatgaaag
geggggatet
gttacaaata
ctagttgtgy
ctagctagag
tcacaattece
gagtgagcta
tgtegtgeca

ggegotette

ctgatttaac
gaaagtccec
caaccaggtg
tcaattagte
ccagttcocge
aggeeogecte
gettttgcaa
gatgaggatc
gggtggagag
cegtgttoeg
gtgecctgaa
ttecttgoge
gegaagtgece
tcatggctga
accaagcgaa
aggatgatct
aggegegeat
atatcatggt
cggaccgcta
aatgggetga
ccttetateg
coaagegacy
gttgggectte
catgctggag
aagcaatagc
tttgtccaaa
cttggegtaa
acacaacata
actcacatta
gotgeattaa

cgottecteg

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680



ctoactgact
goeggtaatac
ggccagoaaa
cgooceectkg
ggactataaa
accctgocge
catagotcac
gtgcacgaac
tccaacccgg
agagcgaggt
actagaagaa
gttggtagaoet
cagcagatta
tetgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atotgtotat
cgggaggget
gctcoccagatt
gcaactttat
tcgecagtta
tegtegtttg
tecoccatgt
aagttggccy
atgcecatceg
tagtgtatge
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagyg
tattattgaa

tagaaaaata

cgetgegete
ggttatcocac
aggocaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaceggata
gctgtaggta
cecececegttea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgyg
cttgatoogyg
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatoct
cttggtctga
ttogttcate
taccatctgyg
tatcagcaat
cogoctecat
atagtttgeg
gtatggette
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgett
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gecatttateca

aacaaatagg
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ggtegttogyg
agaatcaggy
cogtaaaaaqg
caaaaatcga
gtttccecoet
cctgtecgeco
totcagttog
goccogacoge
cttategeca
tgctacagag
tatctgcoget
caaacaaacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgoe
cocccagtget
agaaccagcca
ccagtetatt
caacgttgtt
atteageteoc
ageggttage
actcatggtt
ttetgtgact
ttgeotettge
goctecatcatt
atccagttcyg
cagcgtttct
gacacggaaa

gggttattgt

ggttccgege

ctgeggegag
gataacgcag
goagegttge
cgctcaagte
ggaagctcec
ttteoteecctt
gtgtaggteg
tgegecttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaage
acogetggta
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgottaatca
tgacteoccoyg
gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgeoe
gccattgeota
ggtteceaac
toctteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ceggegtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
cteatgageg

acatttcccc
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cggtatcage
gaaagaacat
tggogttttt
agaggtggceyg
tegtgegete
cgggaagegt
ttogetocaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggeoctaa
cagttacctt
goggtttttt
ctttgatctt
tggtecatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tegtgtagat
cgcegagaccc
cogagegcag
gggaagctag
caggeatcogt
gatcaaggeg
ctecgategt
tgcataattce
caaccaagtc
tacgggataa
cttoggggceg
ctegtgcace
aaacaggaag
tcatactett

gatacatatt

gaaaagtgcc

tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggete
aaaccogaca
tectgttecyg
ggegctttet
gectgggotgt
teogtcttgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
tgtttgoaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatectecageg
aactacgata
acgctcaccyg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attctgagaa
taccgegeca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc
cotttttcaa
tgaatgtatt

acctgacgtc

4741
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5160
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REIVINDICACIONES

1. Péptido que comprende la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3 acoplado a una sustancia a ser suministrada en
cualquier compartimento celular requerido, incluyendo el suministro dentro del nucleo o del nucléolo, para uso en la
prevencién o tratamiento de enfermedades humanas o animales.

2. Péptido acoplado a una sustancia, para su uso en la prevencion o tratamiento de enfermedades humanas o
animales, mediante el transporte y/o el suministro de sustancias terapéuticas a cualquier compartimento celular
requerido, de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque el péptido que comprende la SEQ ID NO: 1 se
selecciona entre: SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID NO: 9, y el
péptido que comprende la SEQ ID NO: 3 es el péptido de SEQ ID NO: 11.

3. Péptido acoplado a una sustancia, para su uso en la prevencion o tratamiento de enfermedades humanas o
animales, mediante el transporte y/o el suministro de sustancias terapéuticas a cualquier compartimento celular
requerido, de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que la sustancia se selecciona de: derivados hormonales,
factores de crecimiento, péptidos, proteinas, polimeros, polisacaridos, enzimas, lipidos, acidos nucleicos, farmacos o
productos farmacéuticos; o sustancias inorganicas preferentemente seleccionadas entre: metales, oro, 6xido de
hierro o compuestos magnéticos.

4. Péptido acoplado a una sustancia, para su uso en la prevenciéon o tratamiento de enfermedades humanas o
animales, mediante el transporte y/o el suministro de sustancias terapéuticas a cualquier compartimento celular
requerido, de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que la sustancia se selecciona entre: farmacos antinflamatorios;
farmacos analgésicos; interferones; citocinas; anticuerpos; flagelina de Salmonella; antigenos, preferentemente,
TERTh, M2 del virus de la gripe o ACE; agentes antitumorales, preferentemente, leucovorina o péptidos inhibidores
de TERTh; agentes terapéuticos o indicadores diagndsticos.

5. Péptido acoplado a una sustancia, para su uso en la prevencion o tratamiento de enfermedades humanas o
animales, mediante el transporte y/o el suministro de sustancias terapéuticas a cualquier compartimento celular
requerido, de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4, unido a una nanoparticula funcionalizada.

6. Nanoparticula funcionalizada fusionada o unida a un péptido que comprende la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3.
7. Nanoparticula funcionalizada, de acuerdo con la reivindicacién 6, fusionada o unida a un péptido que comprende
la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 8 o la SEQ ID NO: 9 o la SEQ
ID NO: 11.

8. Nanoparticula funcionalizada, de acuerdo con las reivindicaciones 6 o 7, que comprende adicionalmente al menos
un adyuvante.

9. Nanoparticula funcionalizada, de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que el adyuvante es al menos uno
seleccionado entre: polimeros, preferentemente PEG, protamina o avidina.

10. Composicién que comprende las nanoparticulas funcionalizadas de las reivindicaciones 6 a 9 acopladas a una
sustancia a suministrar en cualquier compartimento celular requerido, incluyendo el suministro dentro del nucleo o el
nucléolo.

11. Vacuna que comprende la composicion de la reivindicacion 10.

12. Antiviral que comprende la composicion de la reivindicacién 10.

13. Composiciéon de la reivindicacion 10 para su uso en la prevencion, tratamiento o diagndstico de tumores,
enfermedades infecciosas, enfermedades congénitas, enfermedades del sistema nervioso, cicatrizacion, curacion de

quemaduras o enfermedades inflamatorias.

14. Composicion de la reivindicacion 10 para su uso en terapia génica.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 5
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FIGURA 6

Grupo A: DynPro + Al de Freud (AIF)
Grupo B: M2 + AIF

Grupo C: M2-DynPrao + AlIF

Grupo D: M2-DynPro
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FIGURA 6
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FIGURA 8A
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FIGURA 8C
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FIGURA 8E
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FIGURA 8F
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