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DESCRIPCION
Péptidos de penetracion celular para administracion intracelular de moléculas

La presente invencion pertenece al campo de la administracion intracelular de moléculas tales como acidos
nucleicos y moléculas hidrofébicas pequefias. En particular, la invencion se refiere a una nueva familia de péptidos
de penetracion celular (CPP, del inglés “Cell-Penetrating Peptide”), que presenta una elevada eficacia, una baja
toxicidad y un tropismo natural para tejidos cerebrales y de nodo linfatico.

Aunque las moléculas pequefias siguen siendo los principales farmacos utilizados en la practica clinica, en
numerosos casos su impacto terapéutico ha alcanzado limitaciones tales como una capacidad insuficiente para
alcanzar dianas, una falta de especificidad, el requisito de elevadas dosis que conducen a toxicidad y efectos
secundarios importantes. A lo largo de los ultimos diez afios, con el objetivo de solventar las limitaciones de las
moléculas pequefias y de las terapias basadas en genes, hemos presenciado una aceleracion drastica en el
descubrimiento de moléculas terapéuticos de mayor tamafo tales como proteinas, péptidos y acidos nucleicos que
presentan una elevada especificidad por su diana pero que no siguen las reglas de Lipinski. La potencia
farmacéutica de dichas moléculas sigue estando restringida por su baja estabilidad in vivo y por su baja captacién en
células. Por lo tanto, la “administracion” se ha convertido en el tema central del puzle terapéutico, y se han
establecido nuevos objetivos para validar las estrategias de administracion: (a) carencia de toxicidad, (b) eficacia a
baja dosis in vivo, (c) facilidad de manejo para aplicaciones terapéuticas, (d) liberaciéon endosomatica rapida, y (e)
capacidad para alcanzar la diana. Aunque se han puesto muchas esperanzas en las estrategias de administracion
virica para terapias génicas y celulares, su aplicacion clinica se ha visto perjudicada por efectos secundarios y de
toxicidad [1,2]. Las investigaciones se han centrado principalmente en el desarrollo de estrategias no viricas, y se
han propuesto diferentes métodos que incluyen nanoparticulas policatidnicas no lipidicas y formulaciones basadas
en péptidos, pero solo algunas de dichas tecnologias han sido efectivas in vivo y han alcanzado la practica clinica.
Las Particulas de Penetracion Celular (CPP) son una de las estrategias no viricas mas prometedoras. Aunque la
definicion de las CPPs esta evolucionando continuamente, generalmente se describen como péptidos cortos de
menos de 30 aminoacidos, derivados de proteinas o de secuencias quiméricas. Habitualmente son anfipaticas y
poseen una carga neta positiva [3-5]. Las CPPs son capaces de penetrar membranas bioldgicas, para activar el
movimiento de diversas biomoléculas a través de las membranas celulares hacia el citoplasma, y para mejorar su
ruta intracelular, facilitando de este modo las interacciones con la diana. Las CPPs pueden subdividirse en dos
clases principales, la primera requiere un enlace quimico con la carga y la segunda implica la formacion de
complejos no covalentes estables. Se ha publicado que las CPPs de ambas estrategias favorecen la administracion
de un gran panel de cargas (ADN de plasmido, oligonucledtido, siARN, PNA, proteina, péptido, liposoma,
nanoparticula...) en una amplia variedad de tipos celulares y modelos in vivo [3-7].

Hace veinte afios se propuso el concepto de dominio de transduccién de proteina (PTD, del inglés “Protein
Transduction Domain”) en base a la observacion de que algunas proteinas, principalmente factores de transcripcion,
podian transportarse en el interior de las células y desde una célula a otra [para una revision véase las ref. 3,4]. La
primera observacion se realizé en 1988, por Frankel y Pabo. Ellos demostraron que la proteina transactivadora de la
transcripcion (Tat) del VIH-1 podia entrar en las células y traslocalizarse en el nucleo. En 1991, el grupo de
Prochiantz alcanzé las mismas conclusiones con el homeodominio de Drosophila Antennapedia y demostraron que
dicho dominio era internalizado por células neuronales. Estos trabajos fueron el origen del descubrimiento en 1994
del primer Dominio de Transduccion de Proteina: un péptido de 16 unidades derivado de la tercera hélice del
homeodominio de Antennapedia denominado Penetratina. En 1997, el grupo de Lebleu identificd la secuencia
minima de Tat requerida para la captacion celular y las primeras pruebas-de-concepto de la aplicacion de PTD in
vivo fueron publicadas por el grupo de Dowdy, para la administracion de péptidos pequefios y proteinas grandes.
Histéricamente, la nocién de Péptido de Penetracién Celular (CPP) fue introducida por el grupo de Langel, en 1998,
con el disefio del primer vehiculo péptido quimérico, el Transportan, que fue derivado del fragmento N-terminal del
neuropéptido galanina, ligado a mastoparan, un péptido de veneno de avispa. Originalmente, el transportan fue
empleado para mejorar la administracion de PNAs en células cultivadas e in vivo. En 1997, el grupo de Heitz y Divita
propusieron una nueva estrategia que implicaba CPP en la formacion de complejos estables pero no covalentes con
su carga [7]. La estrategia se basé primeramente en el vehiculo péptido corto (MPG) que consistia en dos dominios:
un dominio hidrofilico (polar) y un domino hidrofébico (apolar). EI MPG se disefid para la administracion de acidos
nucleicos [7]. El péptido anfipatico primario Pep-1 fue propuesto entonces para la administracién no covalente de
proteinas y péptidos [8]. A continuacion los grupos de Wender y Futaki demostraron que las secuencias de
poliarginina (Arg8) son suficientes para conducir moléculas pequeias y grandes al interior de células e in vivo.
Desde entonces, se han identificado muchos CPPs derivados de secuencias naturales o no naturales y la lista esta
aumentando constantemente. Se han derivado péptidos de la proteina VP22 del Virus del Herpes Simple, de
calcitonina, de péptidos antimicrobianos o de toxina, de proteinas implicadas en la regulacion del ciclo celular, asi
como en péptidos ricos en poliprolina [revisiones 4-6].

Los inventores ahora han disefiado una nueva familia de péptidos de penetraciéon celular para la administracion de
péptidos/proteinas y moléculas hidrofébicas, denominada VEPEP-3. Las estrategias de administracion usando
péptidos VEPEP-3 como capa exterior de nanoparticulas se denominan NANOPEP-3.
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VEPEP-3 son péptidos anfipaticos primarios cortos que forman nanoparticulas estables con moléculas tales como
péptido, proteina, analogo de péptido, PNA y moléculas hidrofébicas pequefias, designadas a partir de este punto
SHM (del inglés “Small Hydrophobic Molecules”). Los vectores VEPEP-3 comprenden la siguiente secuencia de
aminoacidos: X3X4X1X2X5X4X1X2X5X7X1X8X9X10X11X12X13 (SEQ ID No: 11), en donde:

X1 es F o W (independiente uno del otro);
Xz es F, Wo Y (independiente uno del otro);
XsesE, RoS;

XeesR, ToS;

X;esE,Ro0S;

XgnoesniFniW,

XoesPoR;

XioesRol;

Xi1esK, WoR;

Xi2esRoF;y

XizesRoK.

Segun una realizacion particular, dicho péptido de penetracion celular comprende una secuencia de aminoacidos
X3X4WX2EX4WX2X5X7X1PRX11RX13 (SEQ ID No: 12), en donde

X1 es F o W (independiente uno del otro);
X2 es F, Wo Y (independiente uno del otro);
X3 es beta-A o0 S;

XsesKoR;

XeesToOR;

X7esEoR;

X1n1esRoK;y

XizesRoK.

Los ejemplos no limitativos de péptidos de penetracion celular segun el parrafo anterior comprenden una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

XsKWFERWFREWPRKRR (SEQ ID No: 1)
XsKWWERWWREWPRKRK (SEQ ID No: 2)
XsRWWEKWWTRWPRKRK (SEQ ID No: 3), y
XsRWYEKWYTEFPRRRR (SEQ ID No: 4),

en donde X3 es beta-A o S.

Segun otra realizacion particular de la presente invencion, el péptido de penetracion celular comprende la siguiente
secuencia de aminoacidos: X3XaX1WXsXaX1WXeX W XgXoX10WX12R (SEQ ID No: 13), en donde

X1 es F o W (independiente uno del otro);
X3 es beta-A o0 S;

XsesK, Rol;

XsesRoS;

XeesRo0S;
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X7esRoS;

XgsesFoW,;

XgesRoP;

XiwoesLoR;y

XizesRoF.

Segun una realizacion particular del anterior péptido de penetracion celular, X1z es R.

Los ejemplos no limitativos de péptidos de penetracion celular segun los anteriores parrafos comprenden una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

XsRWWRLWWRSWFRLWRR (SEQ ID No: 5)
XsLWWRRWWSRWWPRWRR (SEQ ID No: 6)
XsLWWSRWWRSWFRLWFR (SEQ ID No: 7), y
XsKFWSRFWRSWFRLWRR (SEQ ID No: 8),
en donde X3 es beta-A o S.

La presente invencion también pertenece a un péptido de penetracion celular grapado procedente de un péptido de
penetracion celular VEPEP-3 como el descrito anteriormente. Un péptido “grapado” designa un péptido que
comprende un enlace quimico (ademas de la cadena de aminoacidos) entre dos residuos. En una realizacion
particular de los péptidos VEPEP-3 grapados, el péptido VEPEP-3 comprende un enlace hidrocarbonado entre dos
residuos que estan separados por tres o seis residuos. El especialista puede obtener dichos péptidos usando
técnicas disponibles en la técnica, por ejemplo tal como se describe en Verdine y Hilinski, Methods in Enzymology,
2012 [12].

Una realizacion particular de VEPEP-3 grapado segun la presente invencion comprende una secuencia de
aminoacidos derivada de la SEQ ID No: 11 o de la SEQ ID No: 12 por adicién de un aminoacido no natural entre los
aminoacidos de las posiciones 2 y 3 de dicha secuencia (correspondientes a X14), sustitucion del aminoacido de la
posicion 10 (correspondiente a X7) de la SEQ ID No: 12 por un aminoacido no natural, y adicién de un enlace
hidrocarbonado entre estos dos aminoacidos no naturales. Un ejemplo de dicho CPP VEPEP-3 grapado comprende
la secuencia de aminoacidos X3KX1sWWERWWRX;WPRKRK (SEQ ID No: 9), en donde X3 es una beta-alanina o
una serina, en donde Xi4 y X7 son aminoacidos no naturales usados para la unién de un enlace hidrocarbonado.

Otra realizacion de VEPEP-3 grapado segun la presente invencion comprende una secuencia de aminoacidos
disefiada por sustitucion de los aminoacidos de las posiciones 5y 12 de la SEQ ID No: 13 por aminoacidos no
naturales, y por la adicién de un enlace hidrocarbonado entre los dos aminoacidos no naturales (entendiéndose que
el proceso de sintesis integra directamente los aminoacidos no naturales). Por ejemplo, un péptido VEPEP-3
grapado comprende la secuencia de aminoacidos XsRWWXsLWWRSWXsRLWRR (SEQ ID No: 10), en la que X3 es
una beta-alanina o una serina, y en donde Xs y Xg son aminoacidos no naturales usados para la unién de un enlace
hidrocarbonado.

La estrategia de VEPEP-3 mejora tanto la administracion ex vivo como in vivo y la eficacia del
péptido/proteina/analogo de péptido y de moléculas hidrofébicas pequefias, sin activar la respuesta inmune innata o
ni inducir efectos secundarios téxicos.

Segun una realizacion preferida, un péptido de penetracion celular de la presente invencion comprende ademas,
ligado covalentemente al extremo N-terminal de la secuencia de aminoacidos, una o varias entidades quimicas
seleccionadas del grupo que consiste en un acetilo, un acido graso, un colesterol, un poli-etilen glicol, una sefial de
localizacion nuclear, una sefial de exportacién nuclear, un anticuerpo, un polisacarido y una molécula dirigida a
diana (péptido, acido graso, sacarido).

Tal como se desarrolla mas adelante y como se muestra al menos en el Ejemplo 5 presentado a continuacion, la
PEGilacion de péptidos VEPEP-3 es particularmente ventajosa para estabilizar nanoparticulas in vivo.

Adicional o alternativamente, un péptido de penetracion celular segin la invencién puede comprender, ligado
covalentemente al extremo C-terminal de su secuencia de aminoacidos, uno o varios grupos seleccionados del
grupo que consiste en una cisteamida, una cisteina, un tiol, una amida, un acido nitrilotriacético sustituido
opcionalmente, un carboxilo, un alquilo C1-C6 lineal o ramificado opcionalmente sustituido, una amina primaria o
secundaria, un derivado osidico, un lipido, un fosfolipido, un acido graso, un colesterol, un polietilen glicol, una sefial
de localizacién nuclear, una sefal de exportacion nuclear, un anticuerpo, un polisacarido y una molécula dirigida a
diana.
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Otro aspecto de la presente invencidon es un complejo que comprende un péptido de penetracion celular como el
descrito anteriormente y una carga seleccionada entre proteina/péptido y moléculas hidrofébicas. Los ejemplos de
cargas de polipéptidos son péptidos o proteinas pequefios, péptidos ciclicos, biomarcadores basados en péptidos,
bio-farmacos, PNA u oligonucleétidos no cargados eléctricamente. En una realizacion preferida del complejo segun
la invencidn, la carga es una molécula pequefia (de tamafo inferior a 1,5 kDa), tanto hidrofébica como cargada
eléctricamente. Las cargas preferidas de los complejos segun la presente invencién son farmacos anticancerigenos
y antiviricos. Los ejemplos no limitativos de moléculas hidrofébicas pequefias que pueden usarse incluyen
aminoacidos, di- o tri-péptidos (marcados o no), daunomicina, Paclitaxel, doxorrubicina, AZT, porfirina, nucledsidos
marcados fluorescentemente o nucleétidos (FAM-Guanosina, CY5-UTP, CY3-UTP), maghemita hidrofébica (agentes
de contraste o nanoparticulas magnéticas de Fe;O3) y colorantes fluorescentes.

El tamafio de los complejos descritos anteriormente preferiblemente se encuentra entre 50 y 300 nm, mas
preferiblemente entre 50 y 200 nm (el tamafio del complejo en la presente memoria designa su diametro medio).

En los complejos segun la invencion, la ratio molar carga/VEPEP-3 depende de la naturaleza y del tamafio de la
carga, pero generalmente estd comprendida entre 1/1 y 1/50. Para cargas de péptidos pequefios, la ratio molar
carga/VEPEP-3 preferiblemente oscila entre 1/5 y 1/20. Para cargas de moléculas pequefas, la ratio molar
carga/VEPEP-3 preferiblemente oscila entre 1/3 y 1/10. Para cargas de proteinas grandes, la ratio molar
carga/VEPEP-3 preferiblemente oscila entre 1/10 y 1/40.

Segun una realizaciéon ventajosa de los complejos tal como se han descrito anteriormente, los péptidos VEPEP-3
comprenden un grupo polietilen glicol o un grupo acetilo unido covalentemente a su extremo N, y/o un grupo
cisteamida unido covalentemente a su extremo C.

Los complejos anteriores pueden usarse ventajosamente como “envolturas de nucleo” para obtener complejos mas
grandes, o nanoparticulas, mediante una etapa adicional de recubrimiento del complejo carga/VEPEP-3 con otra
capa de péptidos de penetracion celular, que pueden ser diferentes de los péptidos VEPEP-3 descritos
anteriormente. Los ejemplos de dichas nanoparticulas son VEPEP-3/CADY (en donde CADY es un CPP como el
descrito en la patente EP1795539 y en [11], por ejemplo CADY-1: Ac-GLWRALWRLLRSLWRLLWKA-cisteamida
(SEQ ID No: 28)), VEPEP-3/PEP-1 (en donde Pep-1 es un CPP como el descrito en [8]), VEPEP-3/MPG (en donde
MPG es un CPP como el descrito en la patente US7.514.530 y en [7,10]), asi como nanoparticulas con una capa
exterior fabricada de un CPP que pertenece a otra familiar VEPEP, por ejemplo seleccionada de la siguiente lista:

VEPEP-6a: Ac-X3LFRALWRLLRSLWRLLWK-cisteamida (SEQ ID No: 29)
VEPEP-6b: Ac-X3LWRALWRLWRSLWRLLWKA-cisteamida (SEQ ID No: 30)
VEPEP-6c: Ac-X3LWRALWRLLRSLWRLWRKA-cisteamida (SEQ ID No: 31)
VEPEP-6d: Ac-XsLWRALWRLWRSLWRLWRKA-cisteamida (SEQ ID No: 32)
VEPEP-6e: Ac-XsLWRALWRLLRALWRLLWKA-cisteamida (SEQ ID No: 33)
VEPEP-6f: Ac-XsLWRALWRLLRNLWRLLWKA-cisteamida (SEQ ID No: 34)
VEPEP-9a1: Ac-XsLRWWLRWASRWFSRWAWWR-cisteamida (SEQ ID No: 35)
VEPEP-9a2: Ac-XsLRWWLRWASRWASRWAWFR-cisteamida (SEQ ID No: 36)
VEPEP-9b1: Ac-XsRWWLRWASRWALSWRWWR-cisteamida (SEQ ID No: 37)
VEPEP-9b2: Ac-XsRWWLRWASRWFLSWRWWR-cisteamida (SEQ ID No: 38)
VEPEP-9¢1: Ac-XsRWWLRWAPRWFPSWRWWR-cisteamida (SEQ ID No: 39)
VEPEP-9¢2: Ac-XsRWWLRWASRWAPSWRWWR-cisteamida (SEQ ID No: 40)
VEPEP-9d: Ac-XsWWRWWASWARSWWR-cisteamida (SEQ ID No: 41)
VEPEP-9e: Ac-XsWWGSWATPRRRWWR-cisteamida (SEQ ID No: 42)
VEPEP-9f: Ac-XsWWRWWAPWARSWWR-cisteamida (SEQ ID No: 43)
ST-VEPEP-6a: Ac-XsLFRALWRsLLRSsLWRLLWK-cisteamida (SEQ ID No: 44)
ST-VEPEP-6aa: Ac-X3LFLARWRsLLRSsLWRLLWK-cisteamida (SEQ ID No: 45)
ST-VEPEP-6ab: Ac-XsLFRALWSsLLRSsLWRLLWK-cisteamida (SEQ ID No: 46)
ST-VEPEP-6ad: Ac-X3sLFRARWSsLLRSsLWRLLWK-cisteamida (SEQ ID No: 47)
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ST-VEPEP-6b: Ac-XsLFRALWRLLRsSLWSsLLWK-cisteamida (SEQ ID No: 48)
ST-VEPEP-6ba: Ac-XsLFRARWRLLRsSLWSsLLWK-cisteamida (SEQ ID No: 49)
ST-VEPEP-6bb: Ac-X3LFRALWRLLSsSLWSsLLWK-cisteamida (SEQ ID No: 50)
ST-VEPEP-6bd: Ac-X3LFRARWRLLSsSLWSsLLWK-cisteamida (SEQ ID No: 51)
ST-VEPEP-6¢: Ac-X3LFARsLWRLLRSsLWRLLWK-cisteamida (SEQ ID No: 52),

asi como todas las variantes de los mismos (con respecto a la secuencia de aminoacidos y/o los grupos quimicos N-
y C-terminales), en donde X3 es beta-A o S y donde los residuos seguidos de una “s” en subindice estan unidos
mediante un enlace hidrocarbonado. Las variantes preferidas de las anteriores secuencias para formar

nanoparticulas segun la invencién estan PEGiladas en su extremo N-terminal en lugar de estar acetiladas.

Otro aspecto de la presente invencion pertenece a nanoparticulas preparadas a partir de una “envoltura de nucleo”
que comprende una carga y una primera molécula vehiculo, rodeada de péptidos VEPEP-3. En la presente memoria
éstas se denominan particulas “NANOPEP-3". La tecnologia NANOPEP-3 constituye un sistema de administracion
“construido a medida” que contiene una particula ndcleo comun, que atrapa la molécula terapéutica, con péptidos
VEPEP-3 superficiales que preferiblemente estan funcionalizados para ser dirigidos in vivo a un tumor o un tejido.
Desde un punto de vista estructural, las particulas NANOPEP-3 estan constituidas por un “nucleo” que esta
recubierto por una capa de péptidos VEPEP-3. El “nlcleo” corresponde a un complejo que comprende una carga y
un vector o vehiculo tal como un primer péptido de penetracion celular, un liposoma, una estructura policationica,
una nanoparticula de carbono, etc. En las particulas NANOPEP-3, la capa de péptidos VEPEP-3 (péptido periférico)
estabiliza la particula y puede ser funcionalizada. La funcionalizaciéon de la superficie de la particula NANOPEP-3
con moléculas de colesterol, lipidos o PEG mejora la estabilidad de las particulas in vivo, favorece su administracion
por ruta sistémica o topica y permite una rapida liberacién de cargas activas dentro de las células o tejidos
tumorales. Se ha demostrado que la funcionalizacion de la superficie de las particulas NANOPEP-3 con fragmentos
FAB pequefios, péptidos, anticuerpos y lipidos favorece el ataque in vivo a dianas de tejido o tumor. Asimismo, la
funcionalizacién de la superficie de la particula NANOPEP-3 con un polisacarido tal como PLGA, puede usarse
como formulacioén de liberacién lenta de farmacos y cargas, y permite una respuesta in vivo a largo plazo. Tal como
se muestra a continuacion en el Ejemplo 5, los inventores han observado que la PEGilacion N-terminal de al menos
parte de los péptidos VEPEP-3 que rodean a las particulas NANOPEP-3 aumenta la biodistribucion de cargas en el
tumor, probablemente estabilizando las particulas NANOPEP-3 en el plasma.

La tecnologia NANOPEP-3 mejora la administracion celular e in vivo de cargas bioldgicamente activas, y ha sido
validada en un numero grande de lineas celulares que incluyen lineas celulares adherentes y en suspension, lineas
celulares dificiles de transfectar. Las particulas NANOPEP-3 interactdan fuertemente con las membranas celulares y
entran en la célula independientemente de la ruta endosémica, o escapan rapidamente de los endosomas
tempranos. La tecnologia NANOPEP-3 presenta varias ventajas que incluyen una rapida administracion con una
eficacia muy elevada, estabilidad en tampones fisiologicos, proteccion de la carga contra degradacion, falta de
toxicidad y de sensibilidad frente al suero, capacidad para formar nanoparticulas mixtas, pueden funcionalizarse y se
han aplicado con éxito a la administracion de diferentes tipos de cargas en una amplia variedad de niveles
terapéuticos y diagnosticos/teragnésticos, asi como en obtencién de imagenes, por ejemplo obtenciéon de imagenes
cerebrales.

En una realizacion particular de particulas NANOPEP-3 segun la presente invencion, la carga esta formando un
complejo con un primer péptido de penetracion celular, que puede seleccionarse, por ejemplo, entre CADY, MPG,
PEP-1, PPTG1, estructura poli Arginina, péptido de familia VEPEP (VEPEP-3, VEPEP-6, VEPEP-9, grapados o no)
como se ha descrito anteriormente (tal como las SEQ ID Nos: 1 a 13 y 19 a 52, y variantes de las mismas), o
cualquier otro CPP conocido. Dicho complejo carga/CPP se recubre entonces con una capa de péptidos VEPEP-3.
Segun esta realizacion, el especialista en la técnica elegira de forma ventajosa el primer CPP en funcién de la
naturaleza de la carga, de tal modo que el complejo de la carga y el primer CPP sea estable. Por tanto, se puede
incluir una amplia diversidad de cargas en particulas NANOPEP-3.

En las nanoparticulas descritas anteriormente, la ratio molar nicleo/VEPEP-3 depende de la naturaleza y del
tamafio del nudcleo, pero generalmente comprende entre 1/1 y 1/50. Para péptidos/nucleos de CPP pequefios, la
ratio molar nucleo/VEPEP-3 periférico preferiblemente oscila entre 1/5 y 1/30, dependiendo de la naturaleza de la
carga del péptido (hidrofobicidad y carga).

En una realizacion preferida de las nanoparticulas segun la invencion, el tamafio de la nanoparticula esta entre 20 y
300 nm.

Segun una realizacién ventajosa de las particulas NANOPEP-3 segun la invencion, los péptidos VEPEP-3 que
forman la capa periférica de las nanoparticulas comprenden un polietilen glicol o un grupo acetilo unido
covalentemente a su extremo N, y /o un grupo cisteamida unido covalentemente a su extremo C.
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Segun otra realizacion preferida, la envoltura de nudcleo de las particulas esta recubierta con un péptido VEPEP-3
funcionalizado con NTA (por ejemplo, un péptido VEPEP-3 con acido nitrilotriacético unido covalentemente a su
extremo C). Esto permite la union posterior a la superficie de la particula, de cualquier proteina (u otra molécula) que
albergue una etiqueta de histidina. Esta estrategia ofrece la ventaja principal de presentar particulas bicapa comunes
“NANOPEPHIS-3” que pueden asociarse con cualquier molécula marcada con His.

En realizaciones particulares de los complejos y nanoparticulas segun la invencion, al menos parte de los péptidos
de penetracion celular VEPEP-3 estan ligados a una molécula dirigida a diana. En el caso de las particulas
NANOPEP-3, al menos parte de los péptidos de penetracion celular que se encuentran en la periferia de la
nanoparticula estan ligados preferentemente a una molécula dirigida a diana. Los ejemplos de moléculas dirigidas a
diana incluyen anticuerpos, nanocuerpos y fragmentos Fc o FAB (por ejemplo dirigidos a
HEK2/MUC1/EGF/XCCR4), ligandos, especialmente dirigidos a receptores que estan sobre-expresados en la
superficie de determinados tipos celulares y que albergan péptidos especificos de drganos seleccionados. Los
ejemplos no limitativos de dichos ligandos y péptidos albergadores son: péptido-RGD, péptidos albergadores
dirigidos a diana (péptido NT1 cerebral, péptido GM1 de ganglio, asi como todos los demas péptidos descritos
previamente para atacar tejidos y lineas celulares), acido félico, polisacaridos, y la estructura de péptido dirigido a
metaloproteasa de matriz (MMP-9 o MMP3 para selectividad de tumor).

Segun una realizacion particular de la presente invencion, los complejos o nanoparticulas se formulan de tal modo
que puedan almacenarse durante varios meses sin perder su estabilidad y eficacia funcional. Tal como se describe a
continuacioén en el ejemplo 5, los complejos y nanoparticulas de la invencion pueden liofilizarse de forma ventajosa
en presencia de un azucar. Los ejemplos no limitativos de azlcares que pueden usarse para tal fin son sacarosa,
glucosa, manitol y una mezcla de los mismos, y pueden usarse, por ejemplo, en una concentraciéon que oscila entre
el 5% y el 20%, preferiblemente entre el 5% y el 10%, entendiéndose que una concentracion del 5% se obtiene
afadiendo 5 gramos por litro de disolucion antes de la liofilizacion.

Otro aspecto de la presente invencion es el uso de un complejo o nanoparticula como los descritos anteriormente,
como medicamento y como marcador o agente para la obtenciéon de imagenes.

En particular, los complejos VEPEP-3/carga y las particulas NANOPEP-3 pueden usarse de forma ventajosa en el
tratamiento de una enfermedad cerebral y/o una enfermedad de nodos linfaticos, por ejemplo dirigidos a un
patégeno latente localizado en el cerebro y/o en un nodo linfatico. También pueden usarse para la obtencion de
imagenes cerebrales o de nodos linfaticos.

La presente invencion también pertenece a una composicion terapéutica, cosmética o diagnostica que comprende
un complejo o una nanoparticula como los descritos anteriormente. Por ejemplo, una composicién que comprende
un complejo o nanoparticula que tiene un péptido dirigido a interacciones proteina/proteina, que implica como carga
una proteina esencial CDL y Cliclina requeridas para la progresion del ciclo celular, y una molécula dirigida a diana
especifica de células tumorales (por ejemplo: péptido RGD, acido folico, anticuerpos o nanocuerpos MUC-1 o
HEK?2), es parte de la presente invencion. Dependiendo de la aplicacion, esta composicion se puede formular para
administraciéon intravenosa, intratumoral, toépica, intrarrectal, intranasal, transdérmica o intradérmica, o para
administracion a través de un spray bucal, o para administracién como implante subcutaneo para una liberacion
lenta de un farmaco.

La presente invencion también pertenece a un método para administrar una molécula al interior de una célula in
vitro, que comprende una etapa de poner dicha célula en contacto con un complejo o nanoparticula como los
descritos anteriormente.

En los siguientes ejemplos se desarrollan mas detalladamente varios aspectos de la presente invencion, ilustrados
por las figuras (que se describen en los ejemplos).

Ejemplo 1: Materiales y métodos

Péptidos VEPEP-3

Todos los péptidos fueron sintetizados mediante sintesis de péptidos en fase sélida usando AEDI-resina expensina
con (fluorenilmetoxi)-carbonilo (Fmoc) en un Sintetizador de Péptidos Pioneer (Pioneer™, Applied Biosystems,
Foster City, CA) partiendo de resina Fmoc-PAL-PEG-PS en una escala de 0,2 mmol. Las reacciones de
acoplamiento se llevaron a cabo con HATU 0,5 M en presencia de DIEA 1 M. La eliminacion del grupo protector y la
liberacion final de la resina se llevaron a cabo con TFA/Fenol/H,O/Tioanisol/Etanoditiol (82,5/5/5/5/2,5 %) durante 3h
y 30 minutos. Todos los péptidos presentaron un grupo cisteamida en el extremo C y estaban acetilados en el
extremo N. La sintesis de péptidos comenzé en el extremo C, usando una resina AEDI-expensina a partir de un
enlace de cisteamida, tal como describen Mery et al., 1992 [9]. Todos los péptidos contenian una beta-Alanina o una
serina en el extremo N para favorecer cualquier funcionalizacion posterior sin usar el grupo cisteamida C-terminal.

Funcionalizacion de VEPEP-3

Se usaron dos estrategias para la funcionalizacién de péptidos:
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Se llevaron a cabo conjugaciones de péptido con péptido, anticuerpo, pegilacién, NTA, colesterol, estearilacion en el
grupo amino primario del residuo N-terminal, a través de una beta alanina o serina. Es ventajoso mantener la
cisteamida C-terminal libre, ya que se sabe que es requerida para estabilizar la particula a través de enlaces
disulfuro (SH-SH). Los péptidos funcionalizados fueron purificados adicionalmente mediante HPLC de fase inversa y
analizados mediante espectroscopia de masas de ionizacion por electropulverizacion.

También se llevaron a cabo configuraciones de péptido a través de enlaces disulfuro usando el grupo SH del resto
cisteamida del péptido.

VEPEP-3-Funct-1: X-LWWRRWWSRWWPRWRR-CH,-CH,-SH (SEQ ID No: 14)
VEPEP-3-Funct-2: Ac-LWWRRWWSRWWPRWRR-CH,-CH,-S-S-X (SEQ ID No: 15)
VEPEP-3-Funct-3: X-W(W-F)RLW(W-F)RLR-CH,-CH,-SH (SEQ ID No: 16)
VEPEP-3-Funct-4: Ac-W(W-F)RLW(W-F)RLR-CH2-CH,-S-S-X (SEQ ID No: 17)

X: Colesterol, Pegilacion, estearilo, palmitoilo, fragmentos FC o FAB pequefios, nanocuerpo, acido nitrilotriacético (2
x NTA), péptidos dirigidos a tejidos (cerebro, pulmén, nodo linfatico, pancreas,...)

Estructura VEPEP-3

Los péptidos VEPEP-3 son péptidos anfipaticos primarios; son altamente versatiles y muestran un fuerte
polimorfismo estructural. Los VEPEP-3 estan desplegados en disoluciéon como forma libre y adoptan una
conformaciéon de hélice alfa en la parte N-terminal en presencia de lipidos o membranas celulares artificiales, asi
como en presencia de cargas tales como péptidos o proteinas.

Péptidos y proteinas

Los péptidos dirigidos a CDK/Ciclina (secuencias C4, C2 de las SEQ ID Nos: 20 a 23) o integrasa de VIH
(secuencias PC4 y PC6 de las SEQ ID Nos: 24 a 27), version lineal o ciclica, fueron obtenidos para Polipéptido.

C2: KKQVLAMEHLVT (SEQ ID No: 20)

C2S: VTLMEAKKQVLT (SEQ ID No: 21)

C4: KKQVRMAHLVLT (SEQ ID No: 22)

C4C: CKKQVRMAHLVLTC (SEQ ID No: 23)

PC4, también denominado PC4D: RWTEWEWW (SEQ ID No: 24)
PC4S: TWFTEWFT (SEQ ID No: 25)

PC6, también denominado PC6D: KWETWWET (SEQ ID No: 26)
PC6S: KAETWAET (SEQ ID No: 27)

Proteinas; que incluyen GFP sobreexpresada en E. coli, y nanocuerpos de proteina corta, que corresponden a
anticuerpos de chamelidea también se expresaron en E. coli.

Oligonucleétidos y PNA
0

Se sintetizaron oligonucledtidos cortos, PNA y 5 Alexa’®
Eurogentec (Bélgica) segun las siguientes secuencias:

o PNA Cy5 marcado fluorescentemente mediante

Cyc-B1a; TGC CAT CGG GCT TGG AGG-°"° (SEQ ID No: 18)
Cyc-Bct; TGC CAT CAA GCT TAG AGG-°"° (SEQ ID No: 19)
Valoraciones de fluorescencia

Se llevaron a cabo experimentos de fluorescencia en un espectrofluorimetro PTIl a 25°C en un tampén de NaCl 154
mM. Se excité la fluorescencia-Trp intrinseca del VEPEP-3 a 290 nm y se registré el espectro de emision entre 310 y
400 nm, con un paso de banda espectral de 2 y 8 nm para la excitacion y la emision, respectivamente. La
fluorescencia-FITC del péptido marcado se excitdé a 492 nm y la emision se registré entre 500 y 580 nm. Para la
interaccion VEPEP-3/péptido, se valoraron 0,5 uM del péptido marcado con FITC con concentraciones crecientes de
VEPEP-3. Todas las medidas fueron corregidas por la dilucion y el ajuste de la curva se realiz6 mediante el software
Grafit (Erithacus).

Caracterizacion de nanoparticulas basadas en péptido

8
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Se determind la distribucion de tamafio medio de particula con un Coulter N4 Plus (Coulter-Beckman) a 25°C
durante 3 minutos por medida, y se midid el potencial zeta con un aparato Zetasizer 4 (Malvern Ltd.).

Cultivo celular y administraciéon de carga mediada por VEPEP

Se cultivaron lineas celulares adherentes de fibroblastos HS68, HeLa, PC3, MCF-7, SCK3-Her2 (de la “American
Type Culture Collection, ATCC”) en medio Eagle Modificado de Dulbecco suplementado con glutamina 2 mM, un 1%
de antibidticos (estreptomicina 10.000 pg/mL, penicilina, 10.000 1U/mL) y un 10% (p/v) de suero fetal de ternero
(FCS), a 37°C en una atmésfera humidificada y con un 5% de CO,. Se prepararon disoluciones de reserva de
particulas VEPEP-3/péptido complejando péptido 1 uM con péptidos VEPEP-3 en una ratio molar de 1/20 durante 30
minutos a 37°C. Mediante dilucidon en serie de las disoluciones reserva en PBS se obtuvieron concentraciones
menores de VEPEP-3-vehiculo/péptido (de 500 nM a 1 uM), con el objetivo de preservar la misma ratio VEPEP-3-
vehiculo/péptido. Se crecieron 150.000 células sembradas en un platillo de 35 mm el dia antes de la transfeccion,
hasta un 60% de confluencia y se recubrieron con 200 yL de complejos preformados, se incubaron durante 3-5
minutos y a continuacion se afadieron 400 uL de DMEM. Después de 30 minutos de incubacion a 37°C, se afhadio 1
mL de DMEM fresco que contenia un 16% de suero fetal de ternero (FCS) a fin de alcanzar una concentracion final
de FCS del 10%, sin eliminar el recubrimiento de complejos VEPEP-3/péptido. Se devolvieron las células al
incubador durante 24 horas. Para los péptidos derivados de cdk4 y CDK2 se monitorizé la proliferacion celular tras
24 y 48 h. Para la integrasa dirigida a péptido, se analizé la proliferacion de VIH en células PBMC activadas después
de 3y 5 dias. Los datos presentados son una media de 3 6 4 experimentos distintos.

Citotoxicidad

La toxicidad de los complejos VEPEP-3/péptido o VEPEP-3/proteina se investigd en lineas celulares Hela y HS-68.
30.000 células sembradas en placas de 24 pocillos el dia antes de la transfeccion fueron incubadas con
concentraciones crecientes de péptido o proteina acomplejados con VEPEP-3 en una ratio molar de 20/1 entre 1y 5
UM (VEPEP-3 500 uM), durante 30 minutos antes de la adicion de medio para alcanzar una concentracion final del
10% de FCS. Se midi6 la respuesta citotdxica 12h o 24h después de monitorizar el nivel de ARNm de gen ciclofilina
doméstico (Quantigen, Panomic Inc.) y mediante ensayo MTT colorimétrico (Sigma, Alemania), respectivamente.
Para el ensayo MTT, se eliminé el medio de cultivo celular y se sustituyé con PBS que contenia 2,5 mg/mL de MTT
durante 4h. Los resultados corresponden a la media de 3 experimentos separados.

Modelos tumorales de ratén

Se inocularon subcutaneamente ratones nude hembra atimicos (de 6-8 semanas de edad) en el costado con 1 x 10°
células PC3, A549 o SCK-3-HEK2 en 100 uL de PBS. De dos a tres semanas después del implante del tumor,
cuando el tumor alcanzé un tamafio de aproximadamente 100 mm3, los animales fueron tratados mediante inyeccion
intratumoral o intravenosa, cada 3 dias, con una disolucién de 0,1 mL de péptido libre derivado de CDK2 o CDK4
(200 pg), péptido de cifrado de control C4C o péptidos C4 o C2 (10, 50, 100 pg) acomplejados con NANOPEP-3 en
una ratio molar de 1/20. Se midi6 el diametro tumoral en dos direcciones a intervalos regulares usando un calibre
digital, y se calcul6 el volumen tumoral como la longitud x anchura x altura x 0,52. Las curvas muestran el valor
medio de tamafo tumoral en una cohorte de seis animales y no se observé la muerte de ningun animal ni ningun
signo de toxicidad. Los experimentos fueron llevados a cabo segun la normativa nacional y fueron aprobados por el
comité local de ética de experimentacion con animales. La significacion estadistica de los resultados se calculd
mediante el test de t de Student y se considerd estadisticamente significativo p>0,05.

Obtencion de imagenes in vivo de la biodistribucion de péptido

Se obtuvieron imagenes de fluorescencia in vivo como se ha descrito previamente en Crombez et al, 2009, Nucleic
Acid Res [10]. Se inyectaron ratones intravenosamente con 100 pg (200 pL) de péptido (C4) marcado
fluorescentemente Alexa700, tanto solo como formando complejo con VEPEP-3 (n = 4 animales por grupo). Los
ratones anestesiados, usando isoflurano al 2%, fueron iluminados mediante diodos emisores de luz de 663 nm
equipados con filtros de interferencia, y se grabd pelicula durante los primeros 15 minutos y las imagenes de
fluorescencia fueron tomadas cada 5 h y después cada 24 h, con una camara CCD refrigerada de fondo delgado tal
y como se ha descrito previamente (Crombez et al, 2009, Nucleic Acid Res). A las 24 h los ratones fueron sometidos
a eutanasia y se extrajeron diferentes 6érganos para cuantificacion de fluorescencia Alexa.

Ejemplo 2: aplicaciones de péptidos VEPEP-3 para administracion de moléculas

Ejemplo 2.1: los péptidos VEPEP-3 forman nanoestructuras estables con péptidos y proteinas

Los péptidos VEPEP-3 forman complejos estables con péptidos y proteinas. La unién de cargas a VEPEP-3 se
monitorizé mediante espectroscopia de fluorescencia usando los dos grupos Trp intrinsecos de VEPEP-3 (residuos
Trp 3 a 5) y cargas extrinsecas marcadas fluorescentemente (usando Cy3, Cy5 o FITC). El ajuste de la curva revela
que VEPEP-3 se une fuertemente a las diferentes cargas con una constante de disociacién en el rango nanomolar
(en la Figura 1 se presentan ejemplos con VEPEP-3a, VEPEP-3C y VEPEP-3g y tres cargas diferentes, todos los
datos se incluyen en la Tabla 1).
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Ejemplo 2.2: los péptidos VEPEP-3 forman nanoestructuras estables con moléculas hidrofébicas pequenas

Los péptidos VEPEP-3 también forman particulas estables con moléculas aromaticas pequefias que incluyen
Daunomicina, Paclitaxel, doxorrubicina, porfirina y moléculas cargadas que incluyen nucledtidos, nucledsidos y
analogos peptididos de acidos nucleicos o colorantes fluorescentes (Figura 1). La constante de disociacion para
moléculas hidrofébicas pequefias oscila entre 0,05 y 2 uyM, dependiendo de la naturaleza de los colorantes y de los
péptidos.

Cargas
VEPEP-3 SE'\%ID péptido Péptido ciclico Proteina SHM PNA
Unién Kd Unién Kd Unién Kd (uM) | Unién Kd Unién Kd

(nM) (nM) (M) (nM)
VEPEP-3a 1 Si 10-20 Si 50-100 Si 1 Si 1 Si 100
VEPEP-3b 2 Si 10-20 Si 50-100 Si 0,5 Si 0,5 Si 200
VEPEP-3c 3 Si 10-20 Si 50-100 Si 0,2 Si 0,2 Si 200
VEPEP-3d 4 Si 10-20 Si 50-100 Si 0,1 Si 0,1 Si 100
VEPEP-3e 5 Si 10-20 Si 5-20 Si 0,02-0,1 Si 0,02 Si 5-50
VEPEP-3f 6 Si 10-20 Si 5-20 Si 0,02-0,1 Si 0,02 Si 5-50
VEPEP-3g 7 Si 10-20 Si 5-20 Si 0,02-0,1 Si 0,02 Si 5-50

Tabla 1: Caracterizacion de los complejos VEPEP-3/Carga. Péptido (C4 y C2), Péptido ciclico (PC4), proteina (GFP
y Nanocuerpo), SHM: molécula hidrofébica pequefia de doxorrubicina y PNA (PNA de 15 mondmeros).

Ejemplo 2.3: Los péptidos VEPEP-3 forman nanoparticulas estables con sus diferentes cargas

El tamafio de las particulas se monitorizé mediante dispersién de luz dinamica. La ratio molar péptido VEPEP-
3/carga optima oscila entre 1/10 y 1/30. La Figura 2 muestra el anadlisis DLS de las particulas VEPEP-3a/péptido,
VEPEP3c/péptido ciclico, VEPEP-3e-PNA y VEPEP-3g/Doxo formadas con una ratio 1/20 (Figura 2). El tamafio de
las particulas es de aproximadamente 100 a 200 nanémetros de diametro.

Ejemplo 3: Aplicaciones de VEPEP-3 en células cultivadas

Ejemplo 3.1: Administracion mediada por VEPEP-3 de péptido y péptido ciclico en diferentes lineas celulares

Se han usado los péptidos VEPEP-3 para la administracion de diferentes péptidos en diferentes lineas celulares,
que incluyen lineas celulares primarias, lineas de células madre y lineas celulares de exposicion. La administracion
de péptido se monitorizd6 usando tres estrategias: espectroscopia de fluorescencia y monitorizando respuestas
bioldgicas (respuestas de anti proliferacion y anti virica).

El péptido marcado fluorescente se visualizé en las diferentes lineas celulares usando microscopia de fluorescencia
o clasificacion FACS (Tabla 2). En la mayoria de las lineas celulares, la captacion de péptidos marcados con Cy-5
es superior al 70% de las células.

Los experimentos dosis-respuesta llevados a cabo en diferentes células cultivadas revelaron que la administracion
mediada por VEPEP-3 de péptidos C2 y C4, dirigidos a complejos cdk2/ciclina A o CDK4/ciclina D, bloguea la
proliferacién celular de diferentes células cancerosas.

Los experimentos dosis-respuesta llevados a cabo con células PBMC activadas infectadas con VIH revelaron que la
administracion mediada por VEPEP-3 de péptidos PC4D, dirigidos al complejo de pre-integracion y a integrasa de
VOH, bloquea la replicacion virica (el efecto de PC4D en el complejo con VEPEP-3a, VEPEP-3c y VEPEP-3g se
muestra en la Figura 3).

Lineas celulares Origen Eficacia de analisis

FACS de Cy-5 C4
Hela Células de cancer cervical epitelial humano 75%
Jurkat Linfocito T humano 90%
HepG2 Hepatocito humano 70%
C2C12 Mioblasto de raton 90%
MEF Fibroblasto de ratéon 90%
HS-68 Fibroblasto humano 90%
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CEM-SS Macrofago humano 80%
u20s Osteoblasto humano 91%
MCF7 Adenocarcinoma de mama humano 70%

MT4 Linfocito T humano 70%
HER2 Cancer de mama humano 90%

MDA-MB Cancer de mama humano 70%

PBMC Macrofago humano 90%

Tabla 2

Ejemplo 3.2: la administracion mediada por VEPEP3 de péptidos dirigidos a Cdk2/ciclina A o CDK4/ciclina D
induce el arresto de G2 y bloquea la proliferacion de células cancerosas

Los experimentos dosis-respuesta llevados a cabo con células cultivadas revelaron que la administracion mediada
por VEPEP-3 de péptido C2 y C4 indujo una respuesta bioldgica robusta asociada al arresto especifico del ciclo
celular de G2 (Figura 4). Una concentracion de péptido C2 o C4 de 200 nM fue suficiente para bloquear la
proliferacion de células Hela, MCF7, HEK-2, HS-68 y U20S. Se estimaron valores de ICso de 35+ 12nM y 37 £ 15
nM para los péptidos C4 y C2, respectivamente, en células Hela, de 58 + 6 nM y 67 + 15 nM para los péptidos C4 y
C2, respectivamente, en MCF7, y de 78 + 10 nM y 102 + 24 nM para los péptidos C4 y C2, respectivamente, en
HEK-2. Por el contrario, la proliferacion solo se redujo entre un 10 y un 20% para fibroblastos HS68 no
transformados, en perfecta consonancia con el impacto del punto de consigna G2-M de la proliferacion de ciclo
celular, y demostrando la especificidad del péptido por células cancerosas. La Figura 5 muestra un ejemplo con
VEPEP-3a, VEPEP-3d y VEPEP-3g.

La disociacion mediada por C2 y C4 de los complejos CDK2/ciclina A o CDK4/ciclina D se asocid directamente a la
acumulacion de células con un contenido 4N, consistente con la regulacion a la baja de la actividad de Cdk1-Ciclina
B1, y se obtuvo de forma dptima con 200 nM de péptido y con valores ICso estimados de 36 + 21 nM y 46 + 14 nM
para células HeLa y MDA_MB, respectivamente (Figura 5). La Figura 4 muestra un ejemplo que emplea VEPEP-3a
con C2 y C4 en una ratio molar de 1/20. Por el contrario, no se observo efecto sobre la progresion del ciclo celular
con 500 nM de péptidos C2 codificados formando complejo con VEPEP-3a en una ratio de 20/1, o solo con vehiculo
de VEPEP-3a (200 pyM).

Ejemplo 3.3: la administracion mediada por VEPEP3 de péptidos dirigidos a integrasa de VIH bloquea la
replicacion de virus de VIH

Las actividades anti-VIH de los péptidos (PC4D, PC6D y PC4S) y de los complejos VEPEP-3/péptidos fueron
ensayadas de acuerdo a un método descrito previamente (Roisin et al, 2004). Células mononucleares sanguineas
periféricas (PBMC) activadas con fitohemaglutinina-P (PHA-P) tratadas con concentraciones crecientes de péptido
(de 100 a 0,1 nM), una hora mas tarde, fueron infectadas con cien dosis infecciosas de cultivo de tejido al 50%
(TCIDsg) por cada 100.000 células del VIH-1-LAI o diferentes cepas resistentes (Barre-Sinoussi et al, 1983). Los
virus fueron amplificados in vitro en PBMC activadas con PHA-P. La reserva virica fue valorada usando PBMC
activadas con PHA-P, y se calcul6 la TCIDs al 50% usando la formula de Karber (Karber 1931). Las muestras se
mantuvieron a lo largo del cultivo, y se recogieron los sobrenadantes celulares en el dia 7 tras la infeccion y se
almacenaron a -20°C. Se midio la replicacién virica cuantificando la actividad RT en los sobrenadantes de cultivo
celular. En paralelo, se evalud la citotoxicidad de los compuestos en PBMC activadas con PHA-P no infectadas
mediante ensayo colorimétrico de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil tetrazolio (MTT) el dia 7 (Mossmann
1983). Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y se repitieron con otro donante de sangre. El analisis de
datos se llevd a cabo usando el software de microcomputadora SoftMax®Pro 4.6: se representd el porcentaje de
inhibicién de actividad RT o de viabilidad celular frente a la concentracion, y se ajustd con curvas cuadraticas; se
calcularon las dosis efectivas al 50% (EDso) y las dosis citotdxicas (CDso).

Los experimentos de dosis-respuesta llevados a cabo con células cultivadas revelaron que la administracion de
PC4D y PC6D mediada por VEPEP-3a, VEPEP-3c y VEPEP-3g bloquea de forma significativa la replicacion en
PBMC infectadas con VIH-1.4 (Figura 3). Cuando se asocian al péptido vehiculo VEPEP-3, PC4D y PC6D exhiben
una actividad antivirica 15 veces mayor que el AZT, que es el inhibidor RT de referencia usando en la practica
clinica: ICso de 0,12 + 0,05 nM y 0,09 + 0,05 nM, respectivamente. Por el contrario, los péptidos cifrados PC4S y
PC6S no muestran ninguna actividad antivirica. Ninguno de los complejos VEPEP-3/péptido induce una respuesta
toxica y presentan un indice de selectividad superior a 5400, lo cual es 10 veces mas que el AZT.

Ejemplo 3.4: administracion mediada por VEPEP-3 de proteinas en diferentes lineas celulares

Se han usado VEPEP-3 para la administracién de diferentes proteinas a diferentes lineas celulares, que incluyen
lineas celulares primarias, lineas de células madre y lineas celulares de exposicion. Se monitorizé la captacion de
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proteinas usando espectroscopia de fluorescencia y analisis FACS. Las proteinas GFP/RFP o las proteinas
marcadas fluorescentes fueron visualizadas en las diferentes lineas celulares usando microscopia de fluorescencia o
clasificacion FACS (Tabla 3). En la mayoria de las lineas celulares, la captacion de RFP; GFP, proteinas marcadas
con Cy-5 es superior al 70% de las células.

Lineas celulares Origen Eficiencia Eficiencia
GFP proteina-Cy
Hela Células de cancer cervical epitelial humano 67% 90%
Jurkat Linfocito T humano 80% 90%
HepG2 Hepatocito humano 69% 70%
C2C12 Mioblasto de raton 80% 90%
MEF Fibroblasto de ratéon 75% 90%
HS-68 Fibroblasto humano 80% 90%
CEM-SS Macrofago humano 80% 80%
u20s Osteoblasto humano 70% 91%
MCF7 Adenocarcinoma de mama humano 65% 70%
MT4 Linfocito T humano 50% 55%
Tabla 3

Ejemplo 3.5: la administracion mediada por VEPEP3 de péptidos y proteinas no es toxica.

Tal como se muestra en la Figura 6, se investigo la toxicidad de particulas VEPEP-3 en células HeLa y U20S
mediante ensayo MTT y monitorizando el nivel de ARNm de ciclofilina medido mediante tecnologia quantigenﬂvI
(Affymetrix). Se formaron complejos de VEPEP-3a, VEPEP-3b, VEPEP-3c, VEPEP-3d, VEPEP-3e, VEPEP-3f,
VEPEP-3g y VEPEP-3h con péptido corto y PNA en una ratio 1/20. No se detecto toxicidad en niveles de hasta 200
nM, y solo se observo una toxicidad moderada en la concentracion maxima de 1 yM.

Ejemplo 3.6: administracion mediada por VEPEP-3 de molécula de PNA en diferentes lineas celulares

Se han usado péptidos VEPEP-3 para la administracion de analogos de acido nucleico (PNA y morfolino) a
diferentes lineas celulares, que incluyen lineas celulares primarias y lineas celulares de exposicion. Hemos
demostrado que VEPEP-3a y VEPEP-3h forman complejos estables con PNA pequefios o con oligonucleétido de
morfolino de 15 mondmeros. Hemos aplicado la estrategia VEPEP-3 a la administracion de Ciclina B1 dirigida a PNA
antisentido como se ha descrito previamente (Morris et al, 2007). Los experimentos dosis-respuesta llevados a cabo
con diferentes células cultivadas revelaron que la administraciéon mediada por VEPEP-3 de PNA (Ciclina B1) indujo
una regulacion a la baja robusta superior al 70% del nivel de proteina Ciclina B1 (Figura 7).

Ejemplo 3.7: Administracion mediada por VEPEP-3 de moléculas hidrofébicas pequeias en diferentes lineas
celulares

Se han usado péptidos VEPEP-3 para la administracion de diferentes moléculas hidrofébicas fluorescentes
pequefias y cargadas, asi como doxorrubicina/porfirina/taxol en diferentes lineas celulares, que incluyen lineas
celulares primarias y lineas celulares de exposicion. Los péptidos VEPEP-3 forman particulas estables con
moléculas aromaticas pequefas que incluyen doxorrubicina o colorantes fluorescentes. La constante de disociacion
correspondiente a moléculas hidrofébicas pequefias oscila entre 0,01 y 2 uM, dependiendo de la naturaleza de los
colorantes y de los péptidos.

El efecto de la administracion mediada por VEPEP-3a, VEPEP-3c y VEPEP-3g de doxorrubicina, porfirina o taxol ha
sido investigado en la viabilidad de células cancerosas. Experimentos dosis-respuesta llevados a cabo en cultivos
celulares revelaron que la administracion mediada por péptido VEPEP-3 de doxorrubicina y porfirina inducia una
respuesta biolégica asociada al arresto del ciclo celular y a una disminucién de la viabilidad de células cancerosas
MCF-7 y SCK-3-HEK-2 (la Figura 8 muestra los resultados obtenidos con células MCF-7). El impacto de péptidos
vehiculo para mejorar la captacion celular de farmacos de molécula pequefia se estimé siguiendo la inhibicion de la
proliferacién de células cancerosas.

En la Tabla 4 se presentan los valores de ICsy. Para VEPEP-3/Doxo y Doxo libre se obtuvo una ICso de 0,4 uM y 10
MM, respectivamente. Los datos demuestran que la Doxo es 25 veces mas eficiente cuando se encuentra formando
un complejo con VEPEP-3.

VEPEP-3a Farmaco libre VEPEP-3c VEPEP-3g

Farmaco 1/20 ICso (UM) ICs0 (UM) 1/20 ICso (UM) 1/20 ICso (UM)
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Doxo (SKB3) 0,3 10 0,4 0,2
Doxo (MCF7) 0,2 7 0,5 0,2
Porfirina (MCF7) 0,8 25 1,7 0,5
Porfirina (SKB3) 1,5 17 2,4 1,2
Taxol (MCF7) 0,2 7 0,5 0,7
Taxol (SKB3) 0,5 9 0,9 0,8
Tabla 4

Ejemplo 4: formulaciones NANOPEP-3 y aplicaciones para administracidn in vivo

Las nanoparticulas NANOPEP contienen un “péptido-nicleo” o “envoltura de nucleo” que corresponde a la
asociacion de péptido VEPEP-3 o de cualquier otro péptido que forme complejos no covalentes con su respectiva
carga, que esta rodeado por péptidos adicionales VEPEP-3 “periféricos” que estabilizan la particula y favorecen la
asociacion a la membrana celular. La eficacia de NANOPEP viene controlada principalmente por el tamario y la
carga eléctrica de las particulas, que deberian oscilar entre 100 — 200 nm y +5 - +20 voltios, respectivamente. Se
pueden usar varias combinaciones para el VEPEP-3 de “nucleo”, y periférico puede estar funcionalizado o no. La
eleccion de los péptidos del “nucleo” depende de la naturaleza de las cargas y puede ser VEPEP-6, un péptido de
otra familia VEPEP (VEPEP-9,...), CADY (Crombez et al, 2009a [10]), MPG (Crombez et al, 2009b [11]) o PEP-1
(Chariot: Morris et al, 2001 [8]), etc.

Las particulas NANOPEP se forman en un proceso de dos etapas (Figura 9): primero el “ndcleo” en una ratio molar
de 1/5 0 1/10, después el “periférico” en una ratio molar de 1/20 hasta 1/80. La organizacion multicapa de la particula
permite su funcionalizacién orientada, que se elegira dependiendo de la naturaleza de la diana celular/tejido y del
modo de administracion.

Se ha establecido un protocolo de tres etapas (Figura 9) cuando tiene lugar la funcionalizacion de la particula a
través de acido nitrilotriacético (NTA) ligado al VEPEP-3. Es bien sabido que el grupo NTA es capaz de quelar metal
e interaccionar fuertemente con proteinas marcadas con histidina. El recubrimiento de las particulas con VEPEP-3
funcionalizado con NTA permite la unién de cualquier proteina que alberga una etiqueta de histidina a la particula.
Esta estrategia ofrece la ventaja principal de presentar particulas comunes de 2 capas “NANOPEPHIS” que pueden
asociarse a cualquier proteina marcada con His. La estrategia de NANOPEPHIS ha sido usada para recubrir
particulas con anticuerpos especificos dirigidos a antigeno de superficie celular (EGF, HER-2 o MUC1) o a
nanocuerpos seleccionados mediante presentacion de fagos contra lineas celulares especificas para administracion
de péptidos. La estrategia NANOPEPHIS-3 puede aplicarse universalmente a cualquier péptido o proteina que
albergue una agrupacion de Histidina en su secuencia.

Ejemplo 5: aplicaciones de la estrategia NANOPEP-3

Se ha usado la estrategia NANOPEP-3 para la administracion y ataque dirigido in vitro de diferentes cargas y
diferentes nanoparticulas basadas en péptidos. A continuacion se presentan diferentes ejemplos de aplicaciones de
NANOPEP-3.

Ejemplo 5.1: administracion dirigida in vivo de péptido corto mediada por NANOPEP-3 tras inyecciones
sistémicas intravenosas o topicas

El potencial terapéutico de la tecnologia NANOPEP-3 ha sido validado in vivo con péptidos dirigidos a
CDK2/CICLINA A/E y CDK4/CICLINA D, proteina quinasas esenciales requeridas para el control la progresion del
ciclo celular en G1 y G2, y dianas terapéuticas establecidas en varios canceres. La potencia de esta tecnologia ha
sido validada in vivo con péptidos dirigidos a interacciones entre proteina quinasas y sus reguladores de ciclina,
requeridos para la entrada y la progresién a través de mitosis. Los inventores han demostrado que la combinacion
de un péptido C4 o C2 con NANOPEP previene el crecimiento de tumor de pulmén y préstata en modelos de
xenoinjerto de ratén, tras inyeccion cada tres dias de NANOPEP-3/C4 y NANOPEP-3/C2 en una dosis de 1 mg/kg
(Figura 10). La envoltura de “nucleo” de las particulas se formé usando péptido VEVEP-3a o VEPEP-3f en una ratio
molar de 20/1 0 40/1 con un péptido C4 o C2. Los péptidos VEPEP-3 fueron solubilizados en agua y la disolucion de
reserva de péptido fue sometida a ultrasonidos durante 10 minutos en un bafio de agua antes de la formacion de
complejos. A continuacion se formaron los complejos VEPEP-3/péptido afiadiendo péptido (C2 o C4) en la disolucion
de péptido e incubando a 37°C durante 20-30 minutos para permitir que se formaran los complejos vehiculo de
péptido/péptido. Entonces se recubrieron las particulas con péptidos VEPEP-3a (NANO-3A) o VEPEP-3f (NANO-3F)
dependiendo de la diana in vivo. El recubrimiento se llevé a cabo afiadiendo el péptido de recubrimiento en una ratio
molar (péptido/péptido) de 1/5 e incubando después durante 20 minutos a 37°C para obtener complejos estables, tal
como se muestra en la Figura 9. Las disoluciones de reserva de particulas se llevaron a cabo en agua y son
estables durante al menos tres semanas a 4°C. Las particulas pueden liofilizarse para almacenamiento a largo
plazo; en cuyo caso se afiade entre un 5 y un 20% de glucosa o manitol a la disolucion de particulas antes de la
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liofilizaciéon para estabilizar las particulas durante el proceso. Antes de la administracion, las particulas son diluidas
en condiciones fisioldgicas, en presencia de: 0,9% de NaCl y de 5 a 20% de glucosa o manitol.

Administracion de NANOPEP-3/C4 y NANOPEP-3/C2 tras inyeccién tépica y sistémica

El potencial de NANOPEP-3 para administrar péptidos C2 o C4 in vivo se evalué primeramente en ratones con
xenoinjertos PC3 de célula de carcinoma de préstata humana (Figura 10). Se evalud el efecto de la administracion
intratumoral local e intravenosa de particulas NANOPEP-3/C4 o NANOPEP-3/C2 (ratio molar 20/1) sobre el
crecimiento de tumores subcutaneos establecidos. En el dia 50, el tamano de los tumores de la cohorte de control,
inyectada con PBS, habian aumentado aproximadamente 4,1 veces. Tras un tratamiento intratumoral local, se
observaron reducciones del crecimiento tumoral del 75% y el 80% usando 100 pg (0,5 mg/kg) de C4/NANOPEP-3a o
3f y de C2/NANOPEP-3a o 3f, el crecimiento tumoral se evitd completamente con 500 pg (1 mg/kg) de
C2/NANOPEP-3a o 3f y C4/NANOPEP-3a o 3f, respectivamente (Figura 10). Tras la administracion intravenosa
sistémica, se observaron reducciones del crecimiento tumoral del 45% y del 47% usando 500 pg (1 mg/kg) de
C4/NANOPEP-3 y C2/NANOPEP-3, respectivamente. En ambos casos, la inhibicion del crecimiento tumoral fue
especifica de secuencia de C4 o C2, ya que el péptido C4S codificado acomplejado con NANOPEP-3 e inyectado en
ratones en una dosis de 2 mg/kg fue incapaz de inhibir el crecimiento tumoral. Los resultados demostraron que las
particulas NANOPEP-3 son menos eficientes por inyeccion sistémica, lo que probablemente es debido a una menor
estabilidad de la particula en el torrente sanguineo (ver mas adelante).

Administracion de péptido C2 y C4 mediada por NANOPERP-3 tras inyeccién sistémica

La estabilidad de las formulaciones vehiculo de farmacos in vivo y en la circulacion sanguinea es algo critico para la
administracion sistémica de agentes terapéuticos. A fin de mejorar la biodisponibilidad y la estabilidad de las
particulas de NANOPEP-3a/péptido, éstas se recubrieron con PEG-VEPEP-3a, haciéndolas de este modo mas
adecuadas para administracion sistémica; la capa superficial de las particulas NANOPEP-3a se funcionalizé con un
resto PEG en el extremo N de VEPEP-3 (PEG-VEPEP-3a), mediante activacion del grupo amino de la beta alanina
N-terminal. Las particulas NANOPEP-3a/C4 PEGiladas fueron obtenidas paso a paso formando complejos de las
moléculas VEPEP-3 con C4 en una ratio molar de 15/1, seguido de un recubrimiento de las particulas con una
segunda capa de PEG-VEPEP3a en una ratio de 1/10. Con el objetivo de analizar si el aumento de la distribucién de
péptido C4 asociado a particulas NANOPEP-3a funcionalizadas afecta directamente a su potencia para inhibir el
crecimiento tumoral, las particulas fueron usadas en administracién intravenosa sistémica en un modelo de ratén de
tumor de xenoinjerto SKB3-HEK2. Se inyectaron intravenosamente cada tres dias 100 ug (0,5 mg/kg) de péptido C4
formando complejo con PEG-NANOPEP-3 en una ratio de 1/30 a ratones portadores de tumor de xenoinjerto SKB3-
HEK2, y se observo una reduccion significativa del tamafio del tumor del 90% en el dia 50 (Figura 11), lo cual es 10
veces mas potente que con la nanoparticula NANOPEP-3 no funcionalizada, lo que sugiere que el PEG- incrementa
la biodistribucion de péptido en el tumor manteniendo péptido en el plasma y estabilizando la particula de
NANOPEP-3.

Ejemplo 5.2: administracion antisentido de PNA B1 anticiclina mediada por NANOPEP-3 tras inyeccion
sistémica.

Se us6 NANOPEP-3 para la administracion in vivo de ciclina B1 antisentido dirigida a PNA antisentido. Se evaluaron
particulas NANOPEP-3H/PNA, NANOPEP-3A/PNA libres o recubiertas con PEG-VEPEP-3A directamente para
determinar la potencia de inhibiciéon del crecimiento tumoral; las particulas fueron usadas para administracion
intravenosa sistémica en un modelo de raton de tumor de xenoinjerto SKB3-HEK2. En las ultimas, la capa superficial
de particulas NANOPEP-3 estaba funcionalizada con un resto PEG en el extremo N de VEPEP-3A (PEG-VEPEP-
3a), a través de la activacion del grupo amino de la beta alanina N-terminal. Las particulas PEGiladas NANOPEP-
3/PNA fueron obtenidas por etapas formando complejos de moléculas VEPEP-3 con PNA en una ratio molar de
10/1, seguido del recubrimiento de las particulas con una segunda capa de PEG-VEPEP3 en una ratio de 1/10. Se
inyectaron intravenosamente cada tres dias 5 ug (0,1 mg/kg) y 10 ug de PNA acomplejado con NANOPEP-3 y PEG-
NANOPEP-3 en una ratio 1/30 en ratones portadores de tumor de xenoinjerto SKB3-HEK2. Como se muestra en la
Figura 12, en el dia 50, se obtuvieron reducciones del crecimiento tumoral del 20 y el 43% con 5 pgy 10 ug de PNA
acomplejado con NANOPEP-3, respectivamente. Se observé una reduccion significativa del tamafio tumoral del 90%
con 5 pg de PNA acomplejado con PEG-NANOPEP-3, en el dia 50 (Figura 12). La inhibicion del crecimiento tumoral
fue especifica de la secuencia de ciclina B1 de PNA ya que 50 ug de PNA codificado acomplejado con NANOPEP-3
e inyectados en ratones fueron incapaces de inhibir el crecimiento tumoral. Estos resultados sugieren que el VEPEP-
3 es un gran vehiculo para la administracion in vivo de PNA y que el PEG- aumenta la biodistribucion de PNA en el
tumor mejorando la estabilidad de la particula NANOPEP-3.

Ejemplo 5.3: ataque dirigido a péptido cerebral in vivo mediado por NANOPEP-3

Se usaron péptidos VEPEP-3 para promover el ataque dirigido a cerebro de nanoparticulas basadas en péptido. Se
us6 VEPEP-3 como vehiculo y se recubrié con VEPEP-3 para ataque a cerebro. También se afiadié péptido VEPEP-
3 como péptido de recubrimiento en otros complejos de carga de nanoparticulas basados en péptidos (que incluyen
“particulas de envoltura de nucleo” de otras familias VEPEP, CADY, PEP o MPG/péptido). Las cargas usadas fueron
un péptido marcado fluorescentemente o siARN. Las particulas fueron formadas como se muestra en la Figura 9. En
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todos los casos se inyectaron intravenosamente 5 ug de cargas acomplejadas con péptido vehiculo. A continuacion
se monitorizd la biodistribucion in vivo de las cargas usando imagenes de fluorescencia en animales vivos. El
VEPEP-3/péptido da como resultado una gran acumulacién de Péptido en el cerebro (Figura 13), y la presencia de
recubrimiento de VEPEP-3 indujo un aumento de la administracion de carga (péptido o siARN) en el cerebro. La
monitorizacion de la fluorescencia de cargas marcadas mostré un aumento de 5 a 10 veces en el cerebro, en
comparacion con los experimentos de control en ausencia de recubrimiento VEPEP-3 de la particula. La presencia
de recubrimiento VEPEP-3 también aumentd en un factor de 3 veces el bloqueo de GADPDH en el cerebro (Figura
13). En conjunto estos resultados demostraron que el péptido VEPEP-3 mejora significativamente el ataque dirigido
a cerebro de nanoparticulas basadas en péptidos, y que puede usarse para ataques dirigidos a cerebro tanto como
vehiculo o como capa de recubrimiento de nanoparticulas basadas en péptidos ya formadas.

Ejemplo 5.4: administracion in vivo mediada por NANOPEP-3 de cargas a través de diferentes rutas de
administracion

Se han evaluado nanoparticulas basadas en NANOPEP-3 usando diferentes rutas de administracion que incluyen
administraciones sistémicas intravenosa, intrarrectal, intranasal y transdérmica.

Se formé un complejo de péptido o proteina (nanocuerpo pequefio) marcado fluorescentemente con Alexa 700 con
particulas NANOPEP-3. Se evalud la biodistribuciéon del péptido/proteina marcado fluorescentemente in vivo en
ratones Balb6, 5 h después de una Unica administracion de 10 ug de péptido o proteina en particulas NANOPEP-3.
Las administraciones intravenosa e intrarrectal del complejo NANOPEP-3/péptido o NANOPEP-3/proteina
permitieron la administracion del péptido en la mayoria de los tejidos analizados, con una administracion significativa
en el cerebro y los ganglios (Figuras 14 A-B). Para la proteina, la administraciéon fue principalmente en el pulmén,
higado, rifidn, cerebro y nodos linfaticos. Las administraciones intranasal e intratraqueal permitieron la
administracion del péptido principalmente en el cerebro, pulmén, higado, pancreas y rifidn, y de la proteina en el
pulmén, higado y cerebro. Finalmente, la administracion transdérmica se limita a la administracion de péptido y la
proteina a través y en piel y musculos, pero no en los otros tejidos (Figuras 14 C-D).
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<120> PEPTIDOS DE PENETRACION CELULAR PARA ADMINISTRACION INTRACELULAR DE MOLECULAS

<130> ELMADbrvi-F644/355WO01
<160> 52
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211>16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3a

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X =beta-A0 S

<400> 1

Xaa Lys Trp Phe Glu Arg Trp Phe Arg Glu Trp Pro Arg Lys Arg Arg

1 5

<210> 2
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3b

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X =beta-A0 S

<400> 2
1

<210>3
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3c

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X =beta-A0 S

<400> 3

10

Xaa Lys Trp Trp Glu Arg Trp Trp Arg Glu Trp Pro Arg Lys Arg Lys
5 15

10
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ES 2627 822 T3

Xaa Arg Trp Trp Glu Lys Trp Trp Thr Arg Trp Pro Arg Lys Arg Lys
1 5 10 15

<210> 4
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3d

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X =beta-A0 S

<400> 4
Xaa Arg Trp Tyr Glu Lys Trp Tyr Thr Glu Phe Pro Arg Arg Arg Arg
1 5 10 15

<210>5
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3e

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X =beta-A0 S

<400> 5
Xaa Arg Trp Trp Arg Leu Trp Trp Arg Ser Trp Phe Arg Leu Trp Arg
1 5 10 15

Arg

<210>6
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3f

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X =beta-A0 S

<400> 6
Xaa Leu Trp Trp Arg Arg Trp Trp Ser Arg Trp Trp Pro Arg Trp Arg
1 5 10 15

Arg

<210>7
<211>17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3h
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<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X =beta-A0 S

<400>7
Xaa Lys Phe Trp Ser Arg Phe Trp Arg Ser Trp Phe Arg Leu Trp Arg
1 5 10 15

Arg

<210> 8
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3g

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X =beta-A0 S

<400> 8
Xaa Leu Trp Trp Ser Arg Trp Trp Arg Ser Trp Phe Arg Leu Trp Phe
1 5 10 15

Arg

<210>9
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3bstapl

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X =beta-A0 S

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222> (3)..(3)

<223> X = aminoacido no-natural usado para la uniéon de un grapado hidrocarbonada

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222> (11)..(11)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 9
Xaa Lys ¥aa Trp Trp Glu Arg Trp Trp Arg Xaa Trp Pro Arg Lys Arg
1 5 10 15

Lys
<210>10
<211>17

<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> VEPEP-3estap

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X =beta-A0 S

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222> (5)..(5)

<223> X = aminoacido no-natural usado para la uniéon de un grapado hidrocarbonada

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222> (12)..(12)

<223> X = aminoacido no-natural usado para la uniéon de un grapado hidrocarbonada

<400> 10
Xaa Arg Trp Trp Xaa Leu Trp Trp Arg Ser Trp Xaa Arg Leu Trp Arg
1 5 10 15

Arg

<210> 11
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223>X=K,RoL

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (3)..(3)

<223>X=FoW

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (4)..(4)

<223>X=F,WoY

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (5)..(5)

<223>X=E,R0S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (6)..(6)

<223>X=K,RoL

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
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<222> (7)..(7)
<223>X=FoW

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (8)..(8)

<223>X=F,WoY

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (9)..(9)

<223>X=R,ToS

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (10)..(10)

<223>X=E,R0S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (11)..(11)
<223>X=FoW

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (12)..(12)

<223> X =none, FoW

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (13)..(13)
<223>X=PoR

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (14)..(14)
<223>X=Rol

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (15)..(15)

<223>X =K, WoR

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (16)..(16)
<223>X=RoF

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (17)..(17)
<223>X=RoK

<400> 11

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5

Xaa

<210> 12
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
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65

<223> VEPEP-3a-d

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223>X=RoK

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (4)..(4)

<223>X=F,WoY

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (6)..(6)

<223>X=RoK

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (8)..(8)

<223>X=F,WoY

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (9)..(9)

<223>X=ToR

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (10)..(10)
<223>X=EoR

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (11)..(11)
<223>X=WoF

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (14)..(14)
<223>X=RoK

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (16)..(16)
<223>X=RoK

<400> 12

Xaa Xaa Trp Xaa Glu Xaa Trp Xaa Xaa Xaa Xaa Pro Arg Xaa Arg Xaa

1 5

<210> 13
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3e-h

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA

ES 2627 822 T3
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<222> (1)..(1)
<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223>X=K,RoL

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (3)..(3)

<223>X=FoW

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (5)..(5)

<223>X=Ro0S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (6)..(6)

<223>X=LoR

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (7)..(7)

<223>X=FoW

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (9)..(9)

<223>X=Ro0S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (10)..(10)
<223>X=RoS

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (12)..(12)
<223>X=FoW

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (13)..(13)
<223>X=RoP

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (14)..(14)
<223>X=LoR

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (16)..(16)
<223>X=RoF

<400> 13

Xaa Xaa Xaa Trp Xaa Xaa Xaa Trp Xaa Xaa Trp Xaa Xaa Xaa Trp Xaa

Arg

ES 2627 822 T3
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<210> 14
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3-Funct-1

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222> (1)..(1)

<223> X = Colesterol, Pegilacion, estearilo, palmitoilo, fragmentos de FC o FAB pequefios, nanocuerpo, acido
nitrilotriacético (2 x NTA), o péptidos para dianas de tejidos

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (18)..(18)

<223> X = CH2-CH2-SH

<400> 14
Xaa Leu Trp Trp Arg Arg Trp Trp Ser Arg Trp Trp Pro Arg Trp Arg
1 5 10 15

Arg Xaa

<210> 15
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3-Funct-2

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222> (18)..(18)

<223> X = CH2-CH2-S-S-Z, con Z = Colesterol, Pegilacion, estearilo, palmitoilo, fragmentos de FC o FAB pequefios,
nanocuerpo, acido nitrilotriacético (2 x NTA), o péptidos para dianas de tejidos

<400> 15
Xaa Leu Trp Trp Arg Arg Trp Trp Ser Arg Trp Trp Pro Arg Trp Arg
1 5 10 15

Arg Xaa

<210> 16
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3-Funct-3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222> (1)..(1)

<223> X = Colesterol, Pegilacion, estearilo, palmitoilo, fragmentos de FC o FAB pequefios, nanocuerpo, acido
nitrilotriacético (2 x NTA), o péptidos para dianas de tejidos
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ES 2627 822 T3

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (3)..(3)

<223>X=WoF

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (7)..(7)

<223>X=WoF

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (11)..(11)

<223> X = CH2-CH2-SH

<400> 16
Xaa Trp Xaa Arg Leu Trp Xaa Arg Leu Arg Xaa
1 5 10

<210> 17
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-3-Funct-4

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (3)..(3)

<223>X=WoF

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (7)..(7)

<223>X=WoF

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (11)..(11)

<223> X = CH2-CH2-S-S-Z, with Z = Colesterol, Pegilacion, estearilo, palmitoilo, fragmentos de FC o FAB pequefios,
nanocuerpo, acido nitrilotriacético (2 x NTA), o péptidos para dianas de tejidos

<400> 17
Xaa Trp Xaa Arg Leu Trp Xaa Arg Leu Arg Xaa
1 5 10

<210> 18
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cyc-B1a

<400> 18
tgccatcggg cttggagg 18

<210> 19
<211> 18

25
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<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cyc-Bct

<400> 19
tgccatcaag cttagagg

<210> 20
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223>C2

<400> 20

18

ES 2627 822 T3

Lys Lys Gln val Leu Ala Met Glu His Leu Val Thr

1

<210> 21
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> C2S

<400> 21

5

10

Val Thr Leu Met Glu Ala Lys Lys Gln Val Leu Thr

1

<210> 22
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223>C4

<400> 22

5

10

Lys Lys Gln val Arg Met Ala His Leu Val Leu Thr

1

<210> 23
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> C4C

<400> 23

Cys Lys Lys Gln Val Arg Met Ala His Leu Val Leu Thr Cys

1

<210> 24
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PC4

<400> 24

5

5

10

10

26
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Arg Trp Thr Glu Trp Glu Trp Trp
1 5

<210> 25
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PC4S

<400> 25
Thr Trp Phe Thr Glu Trp Phe Thr
1 5

<210> 26
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PC6

<400> 26
Lys Trp Glu Thr Trp Trp Glu Thr
1 5

<210> 27
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PC6S

<400> 27
Lys Ala Glu Thr Trp Ala Glu Thr
1 5

<210> 28
<211> 22
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CADY-1

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (22)..(22)

<223> X = cisteamida

<400> 28
Xaa Gly Leu Trp Arg Ala Leu Trp Arg Leu Leu Arg Ser Leu Trp Arg
1 5 10 15

Leu Leu Trp Lys Ala Xaa
20

<210> 29
<211>21
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-6a

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21)..(21)

<223> X = cisteamida

<400> 29

Xaa Xaa Leu Phe Arg Ala Leu Trp Arg Leu Leu Arg Ser Leu Trp Arg

1 5

Leu Leu Trp Lys Xaa
20

<210> 30
<211> 22
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-6b

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (22)..(22)

<223> X = cisteamida

<400> 30

Xaa Xaa Leu Trp Arg Ala Leu Trp Arg Leu Trp Arg Ser Leu Trp Arg

1 5

Leu Leu Trp Lys Ala Xaa
20

<210> 31
<211> 22
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-6¢

ES 2627 822 T3
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<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (22)..(22)

<223> X = cisteamida

<400> 31

Xaa Xaa Leu Trp Arg Ala Leu Trp Arg Leu Leu Arg Ser Leu Trp Arg

1 5

Leu Trp Arg Lys Ala Xaa
20

<210> 32
<211> 22
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-6d

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (22)..(22)

<223> X = cisteamida

<400> 32

Xaa Xaa Leu Trp Arg Ala Leu Trp Arg Leu Trp Arg Ser Leu Trp Arg

1 5

Leu Trp Arg Lys Ala Xaa
20

<210> 33
<211> 22
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-6e

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA

ES 2627 822 T3
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<222> (1)..(1)
<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (22)..(22)

<223> X = cisteamida

<400> 33

Xaa Xaa Leu Trp Arg Ala Leu Trp Arg Leu Leu Arg Ala Leu Trp Arg

1 5

Leu Leu Trp Lys Ala Xaa
20

<210> 34
<211> 22
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-6f

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (22)..(22)

<223> X = cisteamida

<400> 34

Xaa Xaa Leu Trp Arg Ala Leu Trp Arg Leu Leu Arg Asn Leu Trp Arg

1 5

Leu Leu Trp Lys Ala Xaa
20

<210> 35
<211> 22
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-9a1

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
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<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)
<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (22)..(22)

<223> X = cisteamida

<400> 35

Xaa Xaa Leu Arg Trp Trp Leu Arg Trp Ala Ser Arg Trp Phe Ser Arg

1 5

Trp Ala Trp Trp Arg Xaa
20

<210> 36
<211> 22
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-9a2

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (22)..(22)

<223> X = cisteamida

<400> 36

1

Trp Ala Trp Phe Arg Xaa
20

<210> 37
<211>21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-9b1

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
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<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21)..(21)
<223> X = cisteamida

<400> 37

Xaa Xaa Arg Trp Trp Leu Arg Trp Ala Ser Arg Trp Ala Leu Ser Trp

1 ]

Arg Trp Trp Arg Xaa
20

<210> 38
<211>21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-9b2

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21)..(21)

<223> X = cisteamida

<400> 38

Xaa Xaa Arg Trp Trp Leu Arg Trp Ala Ser Arg Trp Phe Leu Ser Trp

1 ]

Arg Trp Trp Arg Xaa
20

<210> 39
<211> 21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-9c1

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21)..(21)

<223> X = cisteamida

<400> 39

ES 2627 822 T3

10

10

32

15

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

1

Arg Trp Trp Arg Xaa
20

<210> 40
<211> 21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-9c2

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21) .. (21)

<223> X = cisteamida

<400> 40

Xaa Xaa Arg Trp Trp Leu Arg Trp Ala Ser Arg Trp Ala Pro Ser Trp

1 ]

Arg Trp Trp Arg Xaa
20

<210> 41
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-9d

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (17)..(17)

<223> X = cisteamida

<400> 41

Xaa Xaa Trp Trp Arg Trp Trp Ala Ser Trp Ala Arg Ser Trp Trp Arg

1 5

Xaa

ES 2627 822 T3
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<210> 42
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-9e

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (17)..(17)

<223> X = cisteamida

<400> 42

Xaa Xaa Trp Trp Gly Ser Trp Ala Thr Pro Arg Arg Arg Trp Trp Arg

1 5

Xaa

<210> 43
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> VEPEP-9f

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (17)..(17)

<223> X = cisteamida

<400> 43

Xaa Xaa Trp Trp Arg Trp Trp Ala Pro Trp RAla Arg Ser Trp Trp Arg

1 5

Xaa

<210> 44
<211> 21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
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<223> ST-VEPEP-6a

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220> ) ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (9) .. (9)

<223> X =R, que esta unido al residuo S en la posiciéon 13 por un enlace hidrocarbonado

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (13)..(13)

<223> X = §, que esta unido al residuo R en la posicién 9 por un enlace hidrocarbonado

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21) .. (21)

<223> X = cisteamida

<400> 44

Xaa Xaa Leu Phe Arg Ala Leu Trp Xaa Leu Leu Arg Xaa Leu Trp Arg

1 5

Leu Leu Trp Lys Xaa
20

<210> 45
<211> 21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> ST-VEPEP-6aa

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220> ) ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (9) .. (9)

<223> X =R, que esta unido al residuo S en la posiciéon 13 por un enlace hidrocarbonado

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (13)..(13)

<223> X = S, que esta unido al residuo S en la posicién 9 por un enlace hidrocarbonado

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21) .. (21)
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<223> X = cisteamida

<400> 45

Xaa Xaa Leu Phe Leu Ala Arg Trp Xaa Leu Leu Arg Xaa Leu Trp Arg

1 5

Leu Leu Trp Llys Xaa
20

<210> 46
<211>21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> ST-VEPEP-6ab

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220> ) ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (9) .. (9)

<223> X = §, que esta unido al residuo S en la posicién 13 por un residuo hidrocarbonado

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (13)..(13)

<223> X = §, que esta unido al residuo S en la posicién 9 por un enlace hidrocarbonado

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21) .. (21)

<223> X = cisteamida

<400> 46

Xaa Xaa Leu Phe Arg Ala Leu Trp Xaa Leu Leu Arg Xaa Leu Trp Arg

1 5

Leu Leu Trp Llys Xaa
20

<210> 47
<211> 21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> ST-VEPEP-6ad

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220> ) ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)
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<223> X =beta-A0 S

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222>(9) .. (9)

<223> X = §, que esta unido al residuo S en la posicién 13 por un enlace hidrocarbonado

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222> (13)..(13)

<223> X = §, que esta unido al residuo S en la posicién 9 por un enlace hidrocarbonado

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21) .. (21)

<223> X = cisteamida

<400> 47
Xaa Xaa Leu Phe Leu Ala Arg Trp Xaa Leu Leu Arg Xaa Leu Trp Arg
1 ] 10 15

Leu Leu Trp Lys Xaa
20

<210> 48
<211> 21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> ST-VEPEP-6b

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222>(12)..(12)

<223> X =R, que esta unido al residuo S en la posiciéon 16 por un enlace hidrocarbonado

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222> (16)..(16)

<223> X = S, que esta unido al residuo R en la posiciéon 12 por un enlace hidrocarbonado

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21) .. (21)

<223> X = cisteamida

<400> 48
Xaa Xaa Leu Phe Arg Ala Leu Trp Arg Leu Leu Xaa Ser Leu Trp Xaa
1 ] 10 15

Leu Leu Trp Lys Xaa
20

<210> 49
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<211>21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> ST-VEPEP-6ba

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (12)..(12)

<223> X =R, que esta unido al residuo S en la posiciéon 16 por un enlace hidrocarbonado

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (16)..(16)

<223> X = §, que esta unido al residuo R en la posiciéon 12 por un enlace hidrocarbonado

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21) .. (21)

<223> X = cisteamida

<400> 49

Xaa Xaa Leu Phe Leu Ala Arg Trp Arg Leu Leu Xaa Ser Leu Trp Xaa

1 5

Leu Leu Trp Lys Xaa
20

<210> 50
<211> 21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> ST-VEPEP-6bb

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (12)..(12)

<223> X = §, que esta unido al residuo S en la posicién 16 por un enlace hidrocarbonado

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (16)..(16)
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<223> X = S, which is linked to the S residue at position 12 by a hydrocarbon linkage

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21) .. (21)

<223> X = cisteamida

<400> 50
Xaa Xaa Leu Phe Arg Ala Leu Trp Arg Leu Leu Xaa Ser Leu Trp Xaa
1 5 10 15

Leu Leu Trp Lys Xaa
20

<210> 51
<211>21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> ST-VEPEP-6bd

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2)..(2)

<223> X =beta-A0 S

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222>(12)..(12)

<223> X = §, que esta unido al residuo S en la posicién 16 por un enlace hidrocarbonado

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222> (16)..(16)

<223> X = §, que esta unido al residuo S en la posicién 12 por un enlace hidrocarbonado

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21) .. (21)

<223> X = cisteamida

<400> 51
Xaa Xaa Leu Phe Leu Ala Arg Trp Arg Leu Leu Xaa Ser Leu Trp Xaa
1 5 10 15

Leu Leu Trp Lys Xaa
20

<210> 52
<211>21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> ST-VEPEP-6¢

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (1)..(1)

<223> X = un acetilo
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<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (2).. (2)

<223> X =beta-A0 S

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222> (6)..(6)

<223> X =R, que esta unido al residuo S en la posicién 13 mediante un enlace hidrocarbonado

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANA

<222> (13)..(13)

<223> X = §, que esta unido al residuo R en la posicién 6 por un enlace hidrocarbonado

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANA
<222> (21) .. (21)

<223> X = cisteamida

<400> 52
¥Xaa Xaa Leu Phe Ala Xaa Leu Trp Arg Leu Leu Arg Xaa Leu Trp Arg
1 5 10 15

Leu Leu Trp Lys Xaa
20

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2627 822 T3

REIVINDICACIONES

1. Un péptido de penetraciéon celular que se caracteriza porque comprende una secuencia de aminoacidos:
X3X4X1X2X5X4X1X2X5X7X1X8X9X10X11X12X13 (SEQ ID No: 11), en donde X1 esFo W, X2 es F, Wo Y, X3 es beta-A o
S, XsesK,RoL, XsesE,R0S,XsesR, ToS, X;esE,R0S,XgsnoesniFniW,XgesPoR, XioesRolL, Xyes
K,WoR, Xi2esRoFyXizesRoK.

2. El péptido de penetracion celular de la reivindicacion 1, que se caracteriza porque comprende una secuencia de
aminoacidos XazXsWX2EX4WXoXeX7X1PRX11RX13 (SEQ ID No: 12), en donde X1 es Fo W, X esF, Wo Y, X3 es
beta-A0 S, XsesKoR, XsesToR, XyesEoR, Xi1esRoK,yXizesRoK.

3. El péptido de penetraciéon celular de la reivindicacién 1 o de la reivindicacién 2, en donde la secuencia de
aminoacidos se selecciona del grupo que consiste en:

- XsKWFERWFREWPRKRR (SEQ ID No: 1)

- XsKWWERWWREWPRKRK (SEQ ID No: 2)

- XsRWWEKWWTRWPRKRK (SEQ ID No: 3), y
- XsRWYEKWYTEFPRRRR (SEQ ID No: 4),

en donde X3 es beta-A o S.

4. Un péptido de penetracion celular derivado de un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 por
adicion de un aminoacido no natural entre los aminoacidos de las posiciones 2 y 3 de la SEQ ID No: 11 o la SEQ ID
No: 12, por reemplazamiento del aminoacido de la posicion 10 (correspondiente a X7) de la SEQ ID No: 11 o la SEQ
ID No: 12 por un aminodcido no natural, y por adiciéon de un enlace hidrocarbonado entre los dos aminoacidos no
naturales.

5. El péptido de penetracion celular de la reivindicacion 4, que se caracteriza porque comprende la secuencia de
aminoacidos X3KX1sWWERWWRX;WPRKRK (SEQ ID No: 9), en donde X3 es una beta-alanina o una serina, X14 es
un aminoacido no natural, X; esta reemplazado por un aminoacido no natural, y existe un enlace hidrocarbonado
entre los dos aminoacidos no naturales.

6. El péptido de penetracion celular de la reivindicacion 1, que se caracteriza porque comprende una secuencia de
aminoacidos: XzXaX1WX5X4X1WXeX7WXgXoX10WX12R (SEQ ID No: 13), en donde X; es F o W, X3 es beta-A 0 S, X4
esK,RoL,XsesR0S, XeesR0S,X;esR0S,XgsesFoW,XoesRoP,XjpesLoR,yXi2esRoF.

7. El péptido de penetraciéon celular de la reivindicacién 1 o de la reivindicacién 6, en donde la secuencia de
aminoacidos se selecciona del grupo que consiste en:

- XsRWWRLWWRSWFRLWRR (SEQ ID No: 5)

- XsLWWRRWWSRWWPRWRR (SEQ ID No: 6)
- XsLWWSRWWRSWFRLWFR (SEQ ID No: 7), y
- XsKFWSRFWRSWFRLWRR (SEQ ID No: 8),

en donde X3 es beta-A o S.

8. Un péptido de penetracion celular derivado de un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 6 y 7 por
reemplazamiento de los aminoacidos de la posicion 5 (correspondiente a Xs) y 12 (correspondiente a Xg) de la SEQ
ID No: 13 por aminoacidos no naturales, y por adicién de un enlace hidrocarbonado entre los dos aminoacidos no
naturales.

9. El péptido de penetracién celular de la reivindicacion 8, que se caracteriza porque comprende la secuencia de
aminoacidos XsRWWXsLWWRSWXsRLWRR (SEQ ID No: 10), en donde X3 es una beta alanina o una serina, y en
donde Xs y Xg estan reemplazados por aminoacidos no naturales usados para la unién de un enlace hidrocarbonado.

10. El péptido de penetracién celular de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que ademas comprende:

- ligado covalentemente al extremo N-terminal de la secuencia de aminoacidos, una o varias entidades quimicas
seleccionadas del grupo que consiste en un acetilo, un acido graso, un colesterol, un poli-etilen glicol, una sefial
de localizacion nuclear, una sefal de exportacion nuclear, un anticuerpo, un polisacarido y una molécula dirigida
a diana; o

- ligado covalentemente al extremo C-terminal de dicha secuencia de aminoacidos, uno o varios grupos
seleccionados del grupo que consiste en una cisteamida, una cisteina, un tiol, una amida, un acido nitriloacéitco
sustituido opcionalmente, un carboxilo, un alquilo C1-C6 lineal o ramificado sustituido opcionalmente, una amina
primaria o secundaria, un derivado osidico, un lipido, un fosfolipido, un acido graso, un colesterol, un poli-etilen
glicol, una sefial de exportacion nuclear de localizacion nuclear, un anticuerpo, un polisacarido y una molécula
dirigida a diana; o
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- ligado covalentemente al extremo N-terminal de la secuencia de aminoacidos, una o varias entidades quimicas
seleccionadas del grupo que consiste en un acetilo, un acido graso, un colesterol, un poli-etilen glicol, una sefial
de localizacion nuclear, una sefal de exportacion nuclear, un anticuerpo, un polisacarido y una molécula dirigida
a diana, y ligado covalentemente al extremo C-terminal de dicha secuencia de aminoacidos, uno o varios grupos
seleccionados del grupo que consiste en una cisteamida, una cisteina, un tiol, una amida, un acido nitriloacéitco
sustituido opcionalmente, un carboxilo, un alquilo C1-C6 lineal o ramificado sustituido opcionalmente, una amina
primaria o secundaria, un derivado osidico, un lipido, un fosfolipido, un acido graso, un colesterol, un poli-etilen
glicol, una sefial de exportacion nuclear de localizacion nuclear, un anticuerpo, un polisacarido y una molécula
dirigida a diana.

11. Un complejo que comprende un péptido de penetracion celular segun cualquiera de las reivindicaciones 1a 10y
una carga seleccionada entre péptidos, proteinas, analogos peptidicos, oligonucledtidos no cargados eléctricamente,
PNAs y moléculas hidrofébicas pequefias que incluyen aminoacidos, di- o tri-péptidos, daunomicina, Paclitaxel,
doxorrubicina, AZT, porfirina, nucledsidos o nucledtidos marcados fluorescentemente, maghemita hidrofébica y
colorantes fluorescentes.

12. Una nanoparticula que comprende un nucleo que comprende una carga que forma un complejo con una primera
entidad seleccionada del grupo que consiste en péptidos de penetracion celular, liposomas, estructuras
policatiénicas y nanoparticulas de carbono, en donde dicho nucleo esta recubierto por un péptido de penetracion
celular seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

13. La nanoparticula de la reivindicacién 12, en donde dicha primera entidad es un péptido de penetraciéon celular
seleccionado del grupo que consiste en VEPEP-6a (SEQ ID No: 29), VEPEP-6b (SEQ ID No: 30), VEPEP-6¢ (SEQ
ID No: 31), VEPEP-6d (SEQ ID No: 32), VEPEP-6e (SEQ ID No: 33), VEPEP-6f (SEQ ID No: 34), VEPEP-9a1 (SEQ
ID No: 35), VEPEP-9a2 (SEQ ID No: 36), VEPEP-9b1 (SEQ ID No: 37), VEPEP-9b2 (SEQ ID No: 38), VEPEP-9c1
(SEQ ID No: 39), VEPEP-9c2 (SEQ ID No: 40), CADY, MPG, PEP-1, PPTG1, estructura de poli Arginina y péptidos
de penetracion celular segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

14. El complejo de la reivindicacion 11, o de la nanoparticula de la reivindicacion 12 o 13, en donde el tamafio del
complejo o de la nanoparticula esta entre 20 y 300 nm.

15. El complejo o nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en donde el péptido de penetracion
celular segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 comprende un grupo poli-etilen glicol ligado covalentemente
a su extremo N, y/o un grupo cisteamida ligado covalentemente a su extremo C.

16. El complejo o nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, en donde al menos parte de los
péptidos de penetracion celular estan ligados a una molécula dirigida a diana.

17. El complejo o nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, para uso como medicamento.

18. El complejo o nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, para uso como marcador o como
agente de obtencion de imagenes.

19. El complejo o nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, para uso en el tratamiento de una
enfermedad cerebral o una enfermedad de nodos linfaticos.

20. Una composicioén terapéutica, cosmética o diagndstica que comprende un complejo o una nanoparticula segun
cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16.

21. Un método para administrar una molécula a una célula in vitro, que comprende una etapa de poner dicha célula
en contacto con un complejo o nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, que comprende dicha
molécula.
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