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DESCRIPCION
Transduccion

Esta invencion se refiere a la transduccion de moléculas de carga en células vivas, tales como la transduccion de
proteinas, en particular los métodos de transduccion, los métodos de produccién o modificacion de la carga para la
transduccion, las moléculas de administracién para la transduccion y los métodos de tratamiento utilizando la
transduccion, o el uso de células transducidas.

Con las herramientas completas para el genoma humano y un transcriptoma definido, la investigacion se centra
ahora en la anotacién funcional del proteoma para permitir la seleccion inteligente de dianas terapéuticas para la
traduccion clinica {Zografos, 2013 N.° 86}. La interaccion de la proteina y cémo esto modifica la funcion complicara
aun mas la eleccion del objetivo y la funcionalidad de la proteina debera determinarse y validarse en modelos
normales y enfermos {Natrajan, 2013 N.° 89}. Los enfoques basados en el ADN y el ARN, tal como la transgénesis
del ADN vy los oligonucledtidos de pequefia interferencia/antisentido que median la regulacion ascendente o
inactivacion génica son herramientas invaluables {Yamaguchi, 2009 N.° 87}. Sin embargo, estos enfoques pueden
no ser clinicamente relevantes debido a la modificacion genética o pueden no corresponder con precision a la
actividad de la proteina debido a la falta de correlacion entre la transcripcion y los niveles de proteina {Peng, 2011
N.° 88}. La administracion de proteinas directamente en lugar de construcciones de ADN o moléculas de ARN tiene
varias ventajas; siendo la mas notable que el agente activo se administra directamente en lugar de depender de un
sistema para generar esto mediante la maquinaria intracelular {Gump, 2007 N.° 39}.

La alteracion de la funcién proteica en las células se ha limitado en la practica histéricamente a transformar
genéticamente las células con ADN que se construyen en una construccion de vector, tal como un vector lentiviral.
Esto significa que las células llevan material genético exdgeno que incluye los genes adicionales deseados y
también el ADN vector que se requiere para la modificacion de las células y la expresiéon de las construcciones
génicas exogenas. Este ADN heterdlogo potencialmente puede causar problemas con la herencia genética, por
ejemplo, en terapias de células humanas. Como ejemplo, la generaciéon de células madre pluripotentes inducidas
(células iPS) se puede lograr mediante la transduccion genética de genes asociados a la reprogramacion especificos
utilizando vectores retrovirales o lentivirales. Sin embargo, un obstaculo para el uso terapéutico de esta tecnologia
es la produccion de lesiones mutagénicas de insercion que son potencialmente tumorigénicas. Una posible
estrategia para reemplazar completamente la administracion de genes es la transduccion de proteinas.

Otras terapias potenciales de transduccion de proteinas podrian incluir la diferenciacion miogénica de células madre
adultas humanas (hASC), por ejemplo, para el tratamiento de trastornos musculares.

El objetivo de la invencidon es poder omitir el uso de construcciones de ADN y en su lugar transducir células
directamente con proteina sin la necesidad de construcciones de ADN.

Se conoce la transduccion de células con proteina sin el uso de construcciones de ADN y existe un niumero cada vez
mayor de moléculas de administracion potentes conocidas por promover la transduccion de grandes cargas
moleculares, tales como proteinas, péptidos, oligonucleétidos y nanoparticulas en una amplia diversidad de células
{El-Andaloussi, 2005 N.° 36}. La transduccion celular mediada por el dominio de transducciéon de proteinas
peptidicas catidénicas (PTD) representa un enfoque de entrada celular con un enorme potencial para la
administracion de macromoléculas terapéuticas. El dominio basico de la proteina TAT del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH-1) (RKKRRQRRR (SEQ ID NO: 20) y variantes méas largas) u otros PTD {El-
Andaloussi, 2005 N.° 36} tal como poli-arginina (por ejemplo, 8R; RRRRRRRR (SEQ ID NO: 19)) o lisina, se han
utilizado para administrar una amplia diversidad de cargas bioactivas en células en cultivo y modelos preclinicos in
vivo {El-Andaloussi, 2005 N.° 36; Goun, 2006 N.° 38; Meade, 2007 N.° 37}. Muchos grupos han demostrado la
administracion eficiente de cargas de péptidos, acidos nucleicos y moléculas grandes por parte de los PTD y
actualmente se estan realizando varios ensayos clinicos utilizando la administracion mediada por PTD. Se han
realizado muchos estudios mecanicos sobre la captacion del PTD con el mecanismo preciso aun poco definido
{Fischer, 2005 N.° 41; Gump, 2007 N.° 39; Nakase, 2008 N.° 40; Heitz, 2009 N.° 42; Gump, 2010 N.° 2}.

Se entiende que las cargas fusionadas con PTD se translocan a través de la membrana celular y su concentracion
extracelular dicta la eficiencia de la administracién. Estudios recientes han demostrado que la administracion de
proteinas mediada por PTD esta mediada por vias endocitéticas, tal como la macropinocitosis dependiente de balsas
lipidicas {Gump, 2010 N.° 2}. Después de la internalizacion por macropinocitosis, las cargas de proteinas estan
contenidas dentro de los macropinosomas y no estan libres dentro del citosol; restringiendo la correcta localizacion y
actividad. Las vesiculas macropinociticas se consideran endodosomas con fugas en comparacion con otros tipos y
pierden progresivamente la integridad de la membrana debido a la acidificacion. Esto significa que es probable que
cualquier escape de proteinas marcadas con PTD se deba a estas propiedades {Norbury, 1995 N.° 21; Meier, 2002
N.° 20}. Es importante destacar que las vesiculas macropinociticas no se fusionan en los lisosomas para degradar
su contenido {Conner, 2003 N.° 22}. Sin embargo, la administracion requiere grandes excesos de proteinas
extracelularmente para impulsar la translocacion. Ademas, deben administrarse cantidades significativas para lograr
una cantidad eficaz para escapar de la retencion endosémica y que sea biolégicamente funcional. Se han
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desarrollado diversas técnicas para estimular la liberacion de carga de estas vesiculas, incluyendo ultrasonidos,
tratamiento conjunto con péptidos disruptores del endosoma o tratamientos quimicos, tal como cloroquina, contra las
vias endosémicas {Gump, 2007 N.° 39}. La administraciéon conjunta de los disruptores endosémicos es atractiva, ya
que estos péptidos podrian administrarse directamente con cargas {Wadia, 2004 N.° 25}, sin embargo, la eficacia de
este proceso aun deja a la gran mayoria de proteinas atrapadas lejos del citosol {Skehel, 2001 N.° 34; Han, 2001 N.°
35}. Por lo tanto, la posibilidad de transducir directamente la célula con cantidades suficientes de proteina, por
ejemplo, para tener efectos de expresion metabdlicos o fisiolégicos en las células, no ha sido una opcién practica
hasta ahora.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un método mejorado de transduccion de carga para
proporcionar efectos fisioldgicos o metabdlicos en la célula.

En un primer aspecto de la invencién, se proporciona una molécula de administracién para la transduccién de una
carga en una célula de acuerdo con la reivindicacion 1 descrita en el presente documento. Ventajosamente,
Ventajosamente, la provision de la molécula de administracion de la presente invencion puede aumentar la eficiencia
de la transduccién de una carga en las células, tales como células madre. En algunos ejemplos, se ha demostrado
una mejora >100 veces mayor en la cantidad de administracién en comparacion con cualquier sistema conocido
existente. El elemento de unién a GAG, tal como el elemento de unién a HS-GAG P21 (de un factor de crecimiento),
en combinacion con un dominio de transduccion de proteinas, tal como el péptido arginina 8mer, y una carga, facilita
enormemente la captacion de grandes cantidades de carga en las células, tales como células de mamifero. Las
células no solo absorben la molécula de administracion (por macro-pinocitosis), sino que también se ha demostrado
que las moléculas de administracion atraviesan la matriz celular y se administran al nucleo. Este procedimiento es
mas eficaz que la administracion a base de ADN de proteinas y la carga se administra a sitios donde se desea la
actividad (incluido el nucleo). También pueden conseguirse respuestas especificas de las células.

Esta tecnologia proporciona un cambio gradual no solo en lo que hasta ahora se ha limitado a los experimentos
transgénicos, sino que también establece el escenario para el uso terapéutico de iPSC (células madre pluripotentes
inducidas), donde las iPSCs ya no necesitan ser modificadas con construcciones de ADN.

Ventajosamente, proporcionar una molécula de unién a carga proporciona una molécula que esta funcionalizada
para unirse y transportar una amplia gama de cargas a través de la membrana celular.

El sistema de administracién de moléculas de la invencién en el presente documento puede denominarse GET
(transducciéon mejorada de unién a GAG) o, de otro modo, administracion mediada por el dominio de transduccion
mejorada con sulfato de heparan (HETD). Estos términos pueden usarse indistintamente.

El elemento de union a GAG puede ser un elemento de union a sulfato de heparan-glucosaminoglicano (HS-GAG),
que es capaz de unirse a HS-GAG en la superficie de la célula.

El sulfato de heparan-glucosaminoglicano (HS-GAG) es un proteoglicano en el que dos o tres cadenas de HS se
unen muy cerca de la superficie celular o de las proteinas de la matriz extracelular. Es en esta forma que HS se une
a una diversidad de ligandos proteicos y regula una amplia diversidad de actividades bioldgicas, incluyendo procesos
de desarrollo, angiogénesis, coagulacion sanguinea y metastasis tumoral. El sulfato de heparan es miembro de la
familia de glucosaminoglicanos de carbohidratos y estda muy relacionado en estructura con la heparina. Ambos
consisten en una unidad de disacaridos de repeticiéon sulfatada de forma variable. La unidad de disacaridos mas
comun dentro del sulfato de heparan esta compuesta por un acido glucurénico (GIcA) unido a la N-acetilglucosamina
(GIcNAC) que tipicamente constituye aproximadamente el 50 % del total de unidades de disacaridos.

El elemento de uniéon a GAG puede tener afinidad especifica por GAG. El elemento de unién a HS-GAG puede tener
afinidad especifica por HS-GAG. El elemento de union a HS-GAG puede comprender un dominio de unién a
heparina (HBD), o una variante del mismo. La variante del dominio de unién a heparina puede comprender un
dominio de unién a heparina truncado, o un dominio de unién a heparina extendido. El elemento de uniéon a GAG
puede comprender cualquier proteina, péptido o molécula que se una a GAG de manera especifica o preferente. El
elemento de unién a HS-GAG puede comprender cualquier proteina, péptido o molécula que se una especificamente
o preferiblemente a HS-GAG.

El elemento de unién a HS-GAG puede comprender al menos parte del dominio de unién a heparina del factor de
crecimiento de tipo EGF de unién a heparina (HB-EGF). El dominio de unién a heparina puede comprender P21 de
HB-EGF. El dominio de unién a heparina puede comprender una variante truncada, extendida o funcional de P21.

El elemento de unién a HS-GAG puede comprender un dominio de unién a heparina de un factor de crecimiento de
fibroblastos, o una parte funcional o variante del mismo.

El elemento de unidon a HS-GAG puede seleccionarse de cualquiera de los grupos que comprenden FGF,
antitrombina, tal como ATIII, VEGF, BMP, Wnts, Shh EGF, y PDGF; o variantes de los mismos. El elemento de unién
HS-GAG puede comprender cualquiera de FGF2, FGF7, o PDGF. El elemento de union a HS-GAG puede
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comprender uno o mas de los dominios de sulfato de unién a heparan de cualquier proteina de FGF (por ejemplo,
los dominios A, B o C). El elemento de union HS-GAG puede comprender FGF4. El elemento de union HS-GAG
puede comprender FGF1 HBD A (dominio de unién a sulfato de heparan A (el primer dominio HBD de FGF1)), FGF2
HBD A (dominio de union a sulfato de heparan A), FGF4 HBD A (dominio de unién a sulfato de heparan A), FGF1
HBD C (dominio de unién a sulfato de heparan C), FGF2 HBD B (dominio de unién a sulfato de heparan B), FGF2
HBD C (dominio de unién a sulfato de heparan C), FGF4 HBD C (dominio de union a sulfato de heparan C), FGF7
HBD B (dominio de unién a sulfato de heparan B), FGF7 HBD C (dominio de union a sulfato de heparan C),
antitrombina, tal como ATIIl, VEGF, o PDGF, o variantes de los mismos.

El elemento de unién a HS-GAG puede seleccionarse de cualquiera de los grupos que comprenden factor de
crecimiento de hepatocitos, interleucina, morfégenos, enzimas de unién a HS-GAG, Wnt/Wingless, endostatina,
proteina viral, tal como proteina del virus de la fiebre aftosa, anexina V, lipoproteina lipasa; o fragmentos de unién a
HS-GAG de los mismos. El elemento de unién a HS-GAG puede comprender cualquier proteina, péptido o molécula
capaz de unirse especificamente a HS-GAG.

El experto en la técnica puede entender que una "variante" incluye una variante funcional, en la que puede haber
algunas diferencias de secuencia de la secuencia conocida, informada, divulgada o reivindicada, pero la variante aun
puede unirse a HS-GAG. Las sustituciones conservadoras de aminoacidos también se contemplan dentro del
significado de "variante".

El elemento de unién a HS-GAG puede comprender la secuencia de aminoacidos KRKKKGKGLGKKRDPCLRKYK
(P21) SEQ ID NO. 1). El elemento de uniéon a HS-GAG puede comprender una secuencia que tiene al menos un
80 % de identidad con la SEQ ID NO. 1. El elemento de unidon a HS-GAG puede comprender una secuencia que
tiene al menos un 90 % de identidad con la SEQ ID NO. 1. El elemento de unién a HS-GAG puede comprender una
secuencia que tiene al menos un 95 % de identidad con la SEQ ID NO. 1. El elemento de unién a HS-GAG puede
comprender una secuencia que tiene al menos un 98 % de identidad con la SEQ ID NO. 1. El elemento de unién a
HS-GAG puede comprender una secuencia que tiene al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO. 1.

El elemento de unién a HS-GAG puede comprender la secuencia de aminoacidos G R P R E S G KKRKRKRLKPT
(PDGF, SEQ ID NO. 3). El elemento de unién a HS-GAG puede comprender una secuencia que tiene al menos un
80 % de identidad con la SEQ ID NO. 3. El elemento de unidon a HS-GAG puede comprender una secuencia que
tiene al menos un 90 % de identidad con la SEQ ID NO. 3. El elemento de unién a HS-GAG puede comprender una
secuencia que tiene al menos un 95 % de identidad con la SEQ ID NO. 3. El elemento de unién a HS-GAG puede
comprender una secuencia que tiene al menos un 98 % de identidad con la SEQ ID NO. 3. El elemento de unién a
HS-GAG puede comprender una secuencia que tiene al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO. 3.

El elemento de union a HS-GAG puede comprender la secuencia de aminoacidos T 'Y A S A K W
THNGGEMFVALNQ ((FGF7, HBD B) SEQ ID NO. 5). El elemento de union a HS-GAG puede comprender una
secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad con la SEQ ID NO. 5. El elemento de unién a HS-GAG puede
comprender una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la SEQ ID NO. 5. El elemento de unién a
HS-GAG puede comprender una secuencia que tiene al menos un 95 % de identidad con la SEQ ID NO. 5. El
elemento de unién a HS-GAG puede comprender una secuencia que tiene al menos un 98 % de identidad con la
SEQ ID NO. 5. El elemento de unién a HS-GAG puede comprender una secuencia que tiene al menos un 99 % de
identidad con la SEQ ID NO. 5.

El elemento de union a HS-GAG puede comprender la secuencia de aminoacidos T Y R S R K'Y TSWYVALKR
(FGF2 HBD B SEQ ID NO. 7). El elemento de uniéon a HS-GAG puede comprender una secuencia que tiene al
menos un 80 % de identidad con la SEQ ID NO. 7. El elemento de unién a HS-GAG puede comprender una
secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la SEQ ID NO. 7. El elemento de unién a HS-GAG puede
comprender una secuencia que tiene al menos un 95 % de identidad con la SEQ ID NO. 7. El elemento de unién a
HS-GAG puede comprender una secuencia que tiene al menos un 98 % de identidad con la SEQ ID NO. 7. El
elemento de unién a HS-GAG puede comprender una secuencia que tiene al menos un 99 % de identidad con la
SEQID NO. 7.

La identidad de secuencia se puede determinar por los parametros de alineamiento estandar de BLAST
(proporcionados por http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

El elemento de union a GAG puede comprender un anticuerpo de unidon a GAG, o una variante o fragmento del
mismo. El elemento de unién a HS-GAG puede comprender un anticuerpo de unién a HS-GAG, o una variante o
fragmento del mismo. El fragmento de anticuerpo puede ser un dominio variable de anticuerpo, un scFv, un
diacuerpo, un FAb, un Dab, un F(ab)'2, un dimero de cadena pesada o una estructura monocatenaria. La variante de
anticuerpo puede comprender un andamiaje proteico que comprende CDR, un mimético de anticuerpo, o un
DARPIn.

El elemento de union a GAG o HS-GAG puede comprender un nanocuerpo (fragmentos de unién a antigeno de
dominio Unico derivados de anticuerpos de cadena pesada que estan desprovistos de cadenas ligeras y que se
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producen naturalmente en Camelidae).

El anticuerpo de dominio Unico puede comprender un fragmento V4H que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3, en
el que

CDR1 puede comprender o consiste en la secuencia de aminoacidos de GFTVSSNE (SEQ ID NO: 21) o GFAFSSYA
(SEQ ID NO: 22);

CDR2 puede comprender o consiste en la secuencia de aminoacidos de ISGGST (SEQ ID NO: 23) o IGTGGDT
(SEQID NO: 24); y

CDR3 puede comprender o consiste en la secuencia de aminoacidos de GRRLKD (SEQ ID NO: 25) o
SLRMNGWRAHQ (SEQ ID NO: 26).

El anticuerpo de dominio Unico puede comprender un fragmento V4H que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3, en
el que

CDR1 puede comprender o consiste en la secuencia de aminoacidos de GFTVSSNE (SEQ ID NO: 21);

CDR2 puede comprender o consiste en la secuencia de aminoacidos de ISGGST (SEQ ID NO: 23); y

CDR3 puede comprender o consiste en la secuencia de aminoacidos de GRRLKD (SEQ ID NO: 25).

Como alternativa, la CDR3 puede comprender la secuencia de aminoacidos GMRPRL (SEQ ID NO: 27),
HAPLRNTRTNT (SEQ ID NO: 28), GSRSSR (SEQ ID NO: 29), GRTVGRN (SEQ ID NO: 30), GKVKLPN (SEQ ID
NO: 31), SGRKGRMR (SEQ ID NO: 32), SLRMNGWRAHQ (SEQ ID NO: 26), o RRYALDY (SEQ ID NO: 33).

El anticuerpo de dominio Unico puede comprender un fragmento V4H que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3, en
el que

CDR1 puede comprender o consiste en la secuencia de aminoacidos de GFAFSSYA (SEQ ID NO: 22);

CDR2 puede comprender o consiste en la secuencia de aminoacidos de IGTGGDT (SEQ ID NO: 24); y

CDR3 puede comprender o consiste en la secuencia de aminoacidos de SLRMNGWRAHQ (SEQ ID NO: 26).

Como alternativa, la CDR3 puede comprender la secuencia de aminoacidos LKQQGIS (SEQ ID NO: 34),
AMTQKKPRKLSL (SEQ ID NO: 35), HAPLRNTRTNT (SEQ ID NO: 28), GMRPRL (SEQ ID NO: 27), RRYALDY
(SEQ ID NO: 33), 0 SGRKYFRARDMN (SEQ ID NO: 36).

El elemento de unién a HS-GAG puede comprender anticuerpos scFv anti-HS AO4B08, AO4B05, A04F12, RB4CB9,
RB4CD12, RB4EA12, o RB4EG12 (como se describe en Jenniskens et al (2000. The Journal of Neuroscience,
20(11) :4099-4111) y Smits, et al (2006. METHODS IN ENZYMOLOGY, VOL. 416, pags. 61-87); o fragmentos de los
mismos. El elemento de uniéon a HS-GAG puede comprender AO4B08. El elemento de uniéon a HS-GAG puede
comprender la CDR1, CDR2 y CDR3 de AO4B08, AO4B05, A04F12, RB4CB9, RB4CD12, RB4EA12, o RB4EG12.
El elemento de union a HS-GAG puede comprender la CDR1, CDR2 y CDR3 de AO4B08.

El elemento de unién a HS-GAG puede comprender HS3A8, LKIV69, EW3D10, EW4G2, NS4F5, RB4EA12, HS4E4
0 HS4C3 (como se describe en Wijnhoven et al (2008) Glycoconj J 25:177-185) y Smits, et al (2006. METHODS IN
ENZYMOLOGY, VOL. 416, pags. 61-87). El elemento de unidon a HS-GAG puede comprender HS4E4 o HS4C3. El
elemento de union a HS-GAG puede comprender la CDR1, CDR2 y CDR3 de HS3A8, LKIV69, EW3D10, EW4G2,
NS4F5, RB4EA12, HS4E4 o HS4C3. El elemento de unién a HS-GAG puede comprender la CDR1, CDR2 y CDR3
de HS4E4 o HS4C3.

El elemento de unidon a HS-GAG puede comprender la SEQ ID NO: 15 0 17 (AO4B08). El elemento de union a HS-
GAG puede comprender la SEQ ID NO: 11 o 13 (HS4C3). El elemento de union a HS-GAG puede comprender un
anticuerpo, o fragmento de anticuerpo, de cadena pesada y/o cadena ligera. El elemento de unién a HS-GAG puede
comprender un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo, de cadena pesada, que comprende las cadenas HCDR1,
HCDR2 y HCDR3 y/o de cadena ligera, que comprende LCDR1, LCDR2 y LCDRS3.

El dominio de transduccién de proteinas puede ser hidréfilo o anfifilico. EI dominio de transducciéon de proteinas
puede comprender una mayoria de residuos de aminoacidos hidrdéfilos. El dominio de transduccion de proteinas
puede comprender una mayoria de residuos de aminoacidos de arginina y/o lisina. El dominio de transduccion de
proteinas puede comprender una secuencia periédica, que tiene un motivo de secuencia de aminoacidos repetido. El
dominio de transduccién de proteinas puede comprender penetratina, TAT tal como TAT derivado de VIH, MAP, o
transportan, pVec, o pep-1.

Cuando se hace referencia a una "mayoria” de residuo, el experto en la técnica puede entender que incluye mas del
50 % de los residuos. Una mayoria puede ser del 55 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o el 95 % de los residuos.

El dominio de transduccion de proteinas puede seleccionarse de cualquiera de los grupos que comprenden:
Penetratina o Antenapedia PTD RQIKWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO: 37);
TAT YGRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 38);
SynB1 RGGRLSYSRRRFSTSTGR (SEQ ID NO: 39);
SynB3 RRLSYSRRRF (SEQ ID NO: 40);
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PTD-4 PIRRRKKLRRLK (SEQ ID NO: 41);

PTD-5 RRQRRTSKLMKR (SEQ ID NO: 42);

FHV Coat-(35-49) RRRRNRTRRNRRRVR (SEQ ID NO: 43);
BMV Gag-(7-25) KMTRAQRRAAARRNRWTAR (SEQ ID NO: 44);
HTLV-Il Rex-(4-16) TRRQRTRRARRNR (SEQ ID NO: 45);

D-Tat GRKKRRQRRRPPQ (SEQ ID NO: 46);

R9-Tat GRRRRRRRRRPPQ (SEQ ID NO: 47);

Quimera Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (SEQ ID NO: 48);
MAP KLALKLALKLALALKLA (SEQ ID NO: 49);

SBP MGLGLHLLVLAAALQGAWSQPKKKRKY (SEQ ID NO: 50);

FBP GALFLGWLGAAGSTMGAWSQPKKKRKY (SEQ ID NO: 51);

MPG ac-GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV-cya (SEQ ID NO: 52);
MPG(?NLS) ac-GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKSKRKV-cya (SEQ ID NO: 53);
Pep-1 ac-KETWWETWWTEWSQPKKKRKV-cya (SEQ ID NO: 54); y

Pep-2 ac-KETWFETWFTEWSQPKKKRKYV-cya (SEQ ID NO: 55).

El dominio de transduccion de proteinas puede comprender poliargininas, tales como quimera RxN (4<N<17),
polilisinas, tales como quimera KxN (4<N<17), (RAca)6R, (RAbu)6R, (RG)6R, (RM)6R, (RT)6R. (RS)6R, R10,
(RA)BR, R7, o R8.

El dominio de transduccion de proteinas puede comprender poliarginina o polilisina. EI dominio de transduccion de
proteinas puede comprender una secuencia de repeticion de arginina y lisina. EI dominio de transduccion de
proteinas puede comprender residuos de arginina, tales como residuos de arginina consecutivos. El dominio de
transduccion de proteinas puede consistir esencialmente en residuos de arginina. EI dominio de transduccion de
proteinas puede comprender repeticiones de arginina, tales como 4-20 residuos de arginina. El dominio de
transduccion de proteinas puede comprender 8 residuos de arginina. El dominio de transduccién de proteinas puede
comprender entre aproximadamente 6 y aproximadamente 12 residuos de arginina. El dominio de transduccion de
proteinas puede comprender entre aproximadamente 7 y aproximadamente 9 residuos de arginina.

El dominio de transduccion de proteinas puede comprender entre aproximadamente 4 y aproximadamente 12
residuos de aminoacidos. El dominio de transduccion de proteinas puede comprender entre aproximadamente 6 y
aproximadamente 12 residuos de aminoacidos. El dominio de transduccion de proteinas puede comprender entre
aproximadamente 7 y aproximadamente 9 residuos de aminoacidos. El dominio de transduccion de proteinas puede
comprender al menos aproximadamente 4 residuos de aminoacidos. El dominio de transduccion de proteinas puede
comprender al menos aproximadamente 6 residuos de aminoacidos.

El dominio de transduccién de proteinas puede comprender residuos de lisina, tales como residuos de lisina
consecutivos. ElI dominio de transduccién de proteinas puede consistir esencialmente en residuos de lisina. El
dominio de transduccion de proteinas puede comprender repeticiones de lisina, tales como 4-20 residuos de lisina.
El dominio de transduccién de proteinas puede comprender 8 residuos de lisina. EI dominio de transduccion de
proteinas puede comprender entre aproximadamente 4 y aproximadamente 12 residuos de lisina. El dominio de
transduccion de proteinas puede comprender entre aproximadamente 6 y aproximadamente 12 residuos de lisina. El
dominio de transduccién de proteinas puede comprender entre aproximadamente 7 y aproximadamente 9 residuos
de lisina.

El dominio de transduccion de proteinas puede comprender residuos de Q y R, tales como residuos de repeticion de
QR consecutivos. ElI dominio de transduccion de proteinas puede consistir esencialmente en residuos de Q y R. El
dominio de transduccién de proteinas puede comprender repeticiones de QR, tales como 4-20 residuos de repeticion
de QR. El dominio de transduccién de proteinas puede comprender 8 residuos de repeticion de QR. El dominio de
transduccion de proteinas puede comprender entre aproximadamente 6 y aproximadamente 12 residuos de
repeticion de QR. El dominio de transduccion de proteinas puede comprender entre aproximadamente 7 y
aproximadamente 9 residuos de repeticién de QR.

La carga puede ser una carga molecular. La carga puede comprender una proteina. La carga puede comprender un
péptido. La carga puede comprender una molécula no pequefia. La carga puede comprender una nanoparticula, tal
como una nanoparticula de metal o una nanoparticula de polimero. La nanoparticula puede ser una varilla, como
una varilla metalica. La nano-particula puede ser porosa. La carga puede comprender una nanoestructura. La carga
puede comprender una nanoparticula superparamagnética de 6xido de hierro (SPION). La carga puede comprender
acido nucleico, tal como un vector de acido nucleico. La carga puede comprender un oligonucleétido. La carga
puede comprender cualquiera de ARNsi, ARN mensajeros modificados (ARNm), micro ARN, ADN, PNA, LNA o
construcciones de los mismos.

La carga puede comprender una proteina fisiolégica o metabdlicamente relevante. La carga puede comprender una
proteina intracelular. La carga puede comprender una proteina de sefal, que es una proteina involucrada en una
ruta de sefial. La carga puede comprender una proteina involucrada en la regulacion de la expresion o el
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metabolismo de una célula. La carga puede comprender una proteina involucrada en la divisiéon celular. La carga
puede comprender una proteina involucrada en la diferenciacion celular, tal como la diferenciacién de células madre.
La carga puede comprender una proteina requerida para la induccion de células madre pluripotentes. La carga
puede comprender una proteina involucrada en la diferenciacién de las células cardiacas. La carga puede
comprender un marcador, tal como un marcador de proteina. La carga puede comprender una proteina bacteriana o
derivada de bacterias. La carga puede comprender una proteina derivada de mamifero, o de mamifero. La carga
puede ser cualquier péptido, polipéptido o proteina. La carga puede comprender moléculas de investigacion, de
diagndstico o terapéuticas. La carga puede comprender un modulador de transcripcion, un miembro de la produccion
de sefiales. La carga puede comprender una enzima o sustrato de la misma, una proteasa, un modulador de la
actividad enzimatica, un perturbimero y un aptdmero peptidico, un anticuerpo, un modulador de la interaccion
proteina-proteina, un factor de crecimiento, o un factor de diferenciacion.

La carga puede ser una pre-proteina. Por ejemplo, pueden proporcionarse dominios de escision en la molécula de
administracion, que se dispone para escindirse tras la entrada o después de la entrada en la célula. La carga puede
ser una proteina dispuesta para ser modificada postraduccionalmente dentro de la célula. La carga puede estar
dispuesta para ser funcional una vez dentro de la célula. Por ejemplo, la carga puede no ser funcional hasta después
de la transduccion en la célula.

La carga puede comprender cualquier molécula intracelular. La carga puede comprender cualquier proteina o
molécula que tenga una funcion intracelular (modo de accion), receptor intracelular, ligando intracelular o sustrato
intracelular. La carga puede comprender una proteina o molécula que se internaliza de forma natural/normal en una
célula. La carga puede comprender una proteina destinada a la administracion o visualizacion en la superficie
celular, tal como un receptor de la superficie celular. La carga puede seleccionarse de cualquiera de los grupos que
comprenden una molécula terapéutica; un farmaco; un profarmaco; una proteina o péptido funcional, tal como una
enzima o un factor de transcripcion; una proteina o péptido microbiano; y una toxina; o acido nucleico que codifica
los mismos.

La carga puede seleccionarse de cualquiera de los grupos que comprenden NANOG, NEO, MYOD, Cre, GATA4,
TBX5, BAF60c y NKX2.5. La carga puede comprender RFP. La carga puede comprender Cre. La carga puede
comprender un miembro de la red reguladora de genes cardiacos. La carga puede comprender GATA4. La carga
puede comprender TBX5. La carga puede comprender NKX2.5. La carga puede comprender BAF60c. La carga
puede comprender Oct-3/4 (Pou5fl), Sox2, Lin28, Kif4, Nanog, Glis1 o c-Myc; o combinaciones de los mismos.

La carga puede seleccionarse de cualquiera de los grupos que comprenden toxina, factores de transcripcion
hormonales, tales como jun, fos, max, mad, factor de respuesta sérica (SRF), AP-1, AP2, myb, MyoD, miogenina,
proteinas que contienen caja ETS, TFE3, E2F, ATF1, ATF2, ATF3, ATF4, ZF5, NFAT, CREB, HNF4, C/EBP, SP1,
proteinas de union a caja CCAAT, factor de regulacion de interferon (IRF-1), proteina del tumor de Wilms, proteina
de union a ETS, STAT, proteinas de unién a caja GATA, por ejemplo, GATA-3, factor de transcripcion, tales como
HIF1a y RUNT, la familia forkhead de proteinas de hélice aladas, carbamoil sintetasa I, ornitina transcarbamilasa,
arginosuccinato sintetasa, arginosuccinato liasa, arginasa, fumarilacetacetato hidrolasa, fenilalanina hidroxilasa, alfa-
1 antitripsina, glucosa-6-fosfatasa, porfobilindgeno desaminasa, factor VIII, factor IX, cistationa beta-sintasa,
cetoacido descarboxilasa de cadena ramificada, isovaleril-coA deshidrogenasa, propionil CoA carboxilasa, metil
malonil CoA mutasa, glutaril CoA deshidrogenasa, beta-glucosidasa, carboxilato de piruvato, fosforilasa hepatica,
fosforilasa cinasa, glicina descarboxilasa, proteina H, proteina T, una secuencia del regulador transmembrana de la
fibrosis quistica (CFTR), una secuencia de ADNc de distrofina, Oct-3/4 (Pou5fl), Sox2, c-Myc, KIf4, RPE65 Nanog, y
SoxB1; o fragmentos de los mismos, y/o combinaciones de los mismos.

La carga puede comprender complejos unidos no covalentemente, tales como complejos proteina-proteina, proteina-
ARNm, proteina-ARN no codificante, proteina-lipido y proteina-complejos de molécula pequefia. Los ejemplos de
dichos complejos son RISC y espliceosomas.

La carga puede tener un peso molecular de al menos 1 KDa. La carga puede tener un peso molecular de al menos 5
KDa. La carga puede tener un peso molecular de al menos 10 KDa. La carga puede tener un peso molecular de al
menos 20 KDa. La carga puede tener un peso molecular de 400 KDa o menos. La carga puede tener un peso
molecular de 300 KDa o menos. La carga puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 0,5 KDa vy
aproximadamente 400 kDa. La carga puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 1 KDa
aproximadamente 400 kDa. La carga puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 0,5 KDa
aproximadamente 200 kDa. La carga puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 1 KDa
aproximadamente 200 kDa. La carga puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 2 KDa
aproximadamente 300 kDa. La carga puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 20 KDa
aproximadamente 300 kDa. La carga puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 20 KDa
aproximadamente 100 kDa.

<L LK<

Cuando la carga comprende aminoacidos, la carga puede tener entre aproximadamente 20 y aproximadamente
30.000 aminoacidos de longitud. La carga puede tener entre aproximadamente 20 y aproximadamente 10.000
aminoacidos de longitud. La carga puede tener entre aproximadamente 20 y aproximadamente 5.000 aminoacidos
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de longitud. La carga puede tener entre aproximadamente 20 y aproximadamente 1000 aminoacidos de longitud. La
carga puede tener al menos aproximadamente 20 aminoacidos de longitud. La carga puede tener al menos
aproximadamente 100 aminoacidos de longitud.

La carga puede ser capaz de unirse, tal como la unién iénica o covalente, a la molécula de unién a la carga. La
carga puede ser capaz de unirse, tal como la unién iénica o covalente, al dominio de transduccién de proteinas y/o al
elemento de unién a GAG.

La carga puede comprender un elemento para unirse a la molécula de union a la carga. La carga puede comprender
biotina, o como alternativa, estreptavidina. La carga puede ser biotinilada. La carga puede comprender una etiqueta
de afinidad capaz de unirse a una etiqueta de afinidad complementaria en la molécula de unién a la carga.

En una realizacion, la carga esta unida a la molécula de unién a la carga. La carga puede estar unida a la molécula
de unidn a la carga durante la fabricacion de la molécula de administracion, posterior a la fabricacion, antes del uso o
durante el uso.

La molécula de union a carga puede ser un vehiculo para la molécula de carga. Una sola molécula de unién a la
carga puede unirse y transportar multiples moléculas de carga. La molécula de unién a la carga puede proteger la
carga antes de la internalizaciéon en una célula. La molécula de unién a la carga puede ser capaz de unirse a la
biotina en una carga biotinilada. La molécula de union a la carga puede ser capaz de unirse a la carga a base de
acido nucleico. La molécula de union a la carga puede ser capaz de unirse a una carga a base de péptidos. La
molécula de unién a la carga puede ser capaz de unirse a una carga de anticuerpo, o fragmento o mimético de la
misma. La molécula de unién a la carga puede ser capaz de unirse a una carga de nanoparticulas, tal como una
nanoparticula de metal o polimero. La molécula de unién a la carga puede estar funcionalmente inactiva en una
célula, pero puede transportar o unirse a una carga activa. La molécula de unién a la carga puede comprender una
molécula enlazadora quimica. La molécula de unién a la carga puede comprender una etiqueta de afinidad. La
molécula de unién a la carga puede comprender un péptido o proteina. La molécula de unién a la carga puede
comprender mSA2 (estreptavidina 2 monomérica). La molécula de unién a la carga puede comprender un péptido
que interactia con el acido nucleico, tal como LK15. La molécula de unién a la carga puede comprender una
molécula de unién a anticuerpo, tal como una proteina de uniéon a IgG. La proteina de unién a IgG puede
comprender la proteina de unién a IgG de S. aureus SpAB. El experto entendera que cualquier par o grupo de
moléculas adecuado puede usarse para la carga y la molécula de unién a la carga, siempre que tengan una unién o
afinidad suficiente entre si.

La unién o interaccion entre la carga y la molécula de unién a la carga puede ser reversible o degradable, por
ejemplo, en el entorno intracelular.

El elemento de union a GAG y el dominio de transduccién de proteinas pueden unirse a la carga y/o la molécula de
union a la carga mediante conjugacion quimica directa o a través de una molécula enlazadora. El elemento de union
a GAG y el dominio de transducciéon de proteinas pueden unirse a la carga mediante conjugacion quimica directa o a
través de una molécula enlazadora. El elemento de unién a GAG y el dominio de transduccién de proteinas pueden
unirse a la molécula de union a la carga mediante conjugacion quimica directa o a través de una molécula
enlazadora. El elemento de unién a GAG, el dominio de transduccién de proteinas y la carga pueden ser una Unica
molécula de fusién (por ejemplo, puede codificarse y transcribirse como una Unica molécula peptidica). El elemento
de union a GAG, el dominio de transduccion de proteinas y la molécula de unién a la carga pueden ser una Unica
molécula de fusion (por ejemplo, puede codificarse y transcribirse como una Unica molécula peptidica). El dominio de
transduccion de proteinas y el elemento de unién a GAG pueden flanquear la molécula de union a la carga y/o la
carga.

La molécula de administraciéon puede tener entre aproximadamente 10 y aproximadamente 30.000 aminoacidos de
longitud. La molécula de administracion puede tener entre aproximadamente 20 y aproximadamente 30.000
aminoacidos de longitud. La molécula de administracion puede tener entre aproximadamente 30 y aproximadamente
30.000 aminoacidos de longitud. La molécula de administracion puede tener entre aproximadamente 40 y
aproximadamente 30.000 aminoacidos de longitud. La molécula de administracion puede tener entre
aproximadamente 10 y aproximadamente 10.000 aminoacidos de longitud. La molécula de administracion puede
tener entre aproximadamente 20 y aproximadamente 10.000 aminoacidos de longitud. La molécula de
administracion puede tener entre aproximadamente 40 y aproximadamente 10.000 aminoacidos de longitud. La
molécula de administracion puede tener entre aproximadamente 10 y aproximadamente 3.000 aminoacidos de
longitud. La molécula de administracion puede tener entre aproximadamente 20 y aproximadamente 3.000
aminoacidos de longitud. La molécula de administracion puede tener entre aproximadamente 40 y aproximadamente
3.000 aminoacidos de longitud. La molécula de administracion puede tener entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 1000 aminoacidos de longitud. La molécula de administraciéon puede tener entre
aproximadamente 20 y aproximadamente 1000 aminoacidos de longitud. La molécula de administracion puede tener
entre aproximadamente 40 y aproximadamente 1000 aminoacidos de longitud. La molécula de administracion puede
tener entre aproximadamente 40 y aproximadamente 500 aminoacidos de longitud. La molécula de administracion
puede tener entre aproximadamente 10 y aproximadamente 500 aminoacidos de longitud. La molécula de
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administracion puede tener entre aproximadamente 20 y aproximadamente 500 aminoacidos de longitud. La
molécula de administracion puede tener entre aproximadamente 100 y aproximadamente 3.000 aminoacidos de
longitud. La molécula de administracién puede tener al menos aproximadamente 100 aminoacidos de longitud.

La molécula de administracion puede ser una Unica molécula de fusion. La carga, el elemento de uniéon a HS-GAG y
el dominio de transduccion de proteinas se pueden fusionar. El elemento de unién a HS-GAG y el dominio de
transduccion de proteinas pueden flanquear la carga. La carga, el elemento de union a HS-GAG y el dominio de
transduccion de proteinas pueden estar unidos por una o mas moléculas enlazadoras.

La molécula de administracién puede tener un peso molecular de al menos 1 KDa. La molécula de administracion
puede tener un peso molecular de al menos 5 KDa. La molécula de administracién puede tener un peso molecular
de al menos 10 KDa. La molécula de administracién puede tener un peso molecular de al menos 20 KDa. La
molécula de administracion puede tener un peso molecular de 400 KDa o menos. La molécula de administracion
puede tener un peso molecular de 300 KDa o menos. La molécula de administracion puede tener un peso molecular
de entre aproximadamente 0,5 KDa y aproximadamente 400 kDa. La molécula de administracion puede tener un
peso molecular de entre aproximadamente 1 KDa y aproximadamente 400 kDa. La molécula de administracion
puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 0,5 KDa y aproximadamente 200 kDa. La molécula de
administracion puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 1 KDa y aproximadamente 200 kDa. La
molécula de administracion puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 2 KDa y aproximadamente
300 kDa. La molécula de administracion puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 20 KDa y
aproximadamente 300 kDa. La molécula de administracion puede tener un peso molecular de entre
aproximadamente 20 KDa y aproximadamente 100 kDa.

La célula puede ser una célula de mamifero, tal como una célula humana. La célula puede ser una célula cancerosa.
La célula puede ser una célula madre. La célula puede ser una célula mutante. La célula puede comprender una
poblacién de células. La poblacion de células puede ser una poblacién mixta de tipos de células. La célula puede ser
una célula madre mesenquimatosa. La célula puede ser una célula madre embrionaria. La célula puede ser una
célula madre pluripotente. La célula puede ser una célula que requiera restauracion funcional. La célula puede ser
una célula madre cardiaca. La célula puede seleccionarse de cualquiera de los grupos que comprenden NIH3t3,
CGR8 y HUES?.

La molécula de administracion puede comprender un marcador para identificar y/o rastrear la ubicacion de la
molécula de administracién. EI marcador puede comprender un marcador de fluorescencia, o un radioisétopo. El
marcador puede comprender mRFP1 (proteina fluorescente roja monomeérica). El marcador puede comprender
mNectarine, tal como mNectarine sensible al pH. mNectarine, es apropiada para medir cambios fisiolégicos de pH en
células de mamiferos, porque tiene un pKa' de 6,9. El marcador puede comprender un homologo de proteina
fluorescente roja (RFP) de avGFP. El marcador puede comprender una proteina fluorescente seleccionada de las
RFP de la serie mFruit, derivadas de la RFP del discosoma tetramérico. El marcador puede comprender cualquiera
de mTangerine, mOrange, mCherry, mStrawberry, citrino FP amarillo. mApple y TagRFP-T. El marcador puede ser
sensible al pH. El marcador se puede usar para confirmar la administracion de la molécula de administracion a la
célula o tejido. El marcador puede ser especifico del tipo de célula, por ejemplo, el marcador solo puede estar
activado o ser fluorescente en tipos de células especificos.

La molécula de administracion puede comprender una etiqueta para facilitar la purificacién, aislamiento, deteccion
y/o determinacion de la ubicacion. La etiqueta puede ser una etiqueta de afinidad. La etiqueta puede ser un péptido.
La etiqueta puede ser un octapéptido FLAG-tag/FLAG.

La molécula de administracién puede estar codificada por una secuencia de nucleétidos que comprende la SEQ ID
NO: 10.

Se describe un método para producir una molécula de administracién para la transducciéon que comprende las
etapas de:

(i) fusionar una carga con un elemento de union a GAG, que es capaz de unirse a GAG en la superficie de la célula;
y

un dominio de transduccién de proteinas; o

(ii) combinar el acido nucleico que codifica una carga con el acido nucleico que codifica un elemento de unién a GAG
y un dominio de transduccion de proteinas, y

expresar la molécula de administracion a partir del acido nucleico; o

(iii) sintetizar in vitro una carga con un elemento de uniéon a GAG, que es capaz de unirse a GAG en la superficie de
la célula; y

un dominio de transduccién de proteinas.

El acido nucleico que codifica el elemento de union a GAG y el dominio de transduccién de proteinas puede ser
ADN. La sintesis in vitro puede comprender la sintesis en fase liquida o sélida del péptido. El elemento de unién a
GAG puede ser un elemento de uniéon a HS-GAG.
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De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para transducir una carga en una célula de
acuerdo con la reivindicacion 8 en el presente documento.

La transduccion puede durar al menos aproximadamente 1 segundo. La transduccidon puede durar al menos
aproximadamente 1 minuto. La transducciéon puede durar al menos aproximadamente 2 minutos. La transduccion
puede durar al menos aproximadamente 10 minutos. La transduccion puede durar al menos aproximadamente 30
minutos. La transduccién puede durar al menos aproximadamente 1 hora. La transduccién puede durar 12 hora o
menos, tal como 8 horas 0 menos. La transduccion puede durar aproximadamente 6 horas o menos. La transduccién
puede durar entre aproximadamente 1 hora y 6 horas. La transducciéon puede durar menos de aproximadamente 1
hora. La transduccién puede durar menos de aproximadamente 30 minutos. La transduccién puede durar menos de
aproximadamente 10 minutos. La transduccién puede durar menos de aproximadamente 1 minuto.

Se describe una célula transducida, o inducida, por el método de la invencién, o por la molécula de administracion de
la invencion.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una célula de acuerdo con la reivindicacion 9
en el presente documento.

La célula puede ser una célula madre pluripotente inducida.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 10 en el presente documento.

El acido nucleico puede ser ADN. El acido nucleico puede ser un vector.
Se describe un vector para la expresion de una proteina para transducciéon que comprende

una secuencia que codifica un elemento de unién a GAG, tal como un elemento de unién a HS-GAG; y
una secuencia que codifica el dominio de transduccién de proteinas.

El vector puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifica una molécula. El vector puede
comprender un elemento de replicacién bacteriana, tal como OriP. El vector puede comprender un sitio de
restricciéon/clonacién multiple. El vector puede comprender un promotor fuerte. El vector puede comprender un
marcador, tal como un marcador de resistencia a antibidticos.

También se describe una célula que comprende: el acido nucleico descrito en el presente documento; o un vector
descrito en el presente documento.

Se describe un proceso para la produccién de una molécula de administracion para transducciéon que comprende:

expresar la molécula de administracion a partir de la célula descrita en el presente documento; y
aislar o purificar sustancial o parcialmente la molécula de administracion.

El aislamiento o la purificacion de la molécula de administraciéon puede ser a partir de la célula o células, o del
sobrenadante celular. El aislamiento o la purificacion de la molécula de administracién puede ser a partir de la
proteina de la célula huésped (HCP). El experto en la técnica puede aislar o purificar la molécula de administracion
de la célula mediante cualquier método de purificacién estandar.

La molécula de administracion puede producirse en una célula, tal como una célula de mamifero, insecto, levadura o
bacteriana. La molécula de administracion puede producirse en una célula de mamifero. La célula puede ser Hela,
CHO, o HEK293T.

Se describe un método para modificar una carga para mejorar la transduccion de la carga en una célula, que
comprende la provisién de un elemento de uniéon a HS-GAG y un dominio de transduccién de proteinas unido a la
carga.

El elemento de unién a HS-GAG, el dominio de transduccion de proteinas y la carga pueden proporcionarse
mediante la expresién de proteinas como una Unica molécula de fusion. El elemento de unién a HS-GAG, el dominio
de transduccién de proteinas y la carga pueden proporcionarse uniéndolos quimicamente entre si. El enlace quimico
puede ser un enlace covalente. El elemento de union a HS-GAG, el dominio de transduccién de proteinas y la carga
pueden proporcionarse fusionandolos, por ejemplo, utilizando tecnologias de etiqueta SNAP, etiqueta Halo
(Promega) o etiqueta CLIP (New England Biolabs).

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de acuerdo con la reivindicacién 11 en
el presente documento.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2733286 T3

También se describe un método de tratamiento o prevenciéon de una enfermedad que comprende administrar una
composicion que comprende una molécula de administracién de acuerdo con la invencion.

También se describe un método de tratamiento o prevenciéon de una enfermedad que comprende administrar una
célula de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una molécula de administracién de acuerdo
con la invencién para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad.

La enfermedad puede ser cualquier enfermedad caracterizada por una deficiencia de proteinas en una o mas
células. La enfermedad puede comprender una afeccién cardiaca, tal como un trastorno cardiaco. La enfermedad
puede comprender una enfermedad tratable o prevenible mediante la administracion de células madre diferenciadas.
La enfermedad puede comprender una enfermedad tratable o prevenible mediante la administracion de células
madre pluripotentes inducidas. La enfermedad puede comprender una enfermedad tratable o prevenible por
transduccion de proteinas. El tratamiento puede comprender la regeneracion del tejido del corazoén o la restauracion
de la funcion del tejido del corazon. La enfermedad puede comprender cancer o distrofia muscular.

La molécula de administracion se puede usar para (a) inhibir la proliferaciéon y/o migracién de las células del musculo
liso; (b) promover la relajacion del musculo liso; (c) aumentar la tasa contractil en el musculo cardiaco; (d) aumentar
la tasa de relajacion del musculo cardiaco; (e) promover la cicatrizacion de heridas; (f) reducir la formacion de
cicatrices; (g) alterar las adherencias focales; (h) regular de la polimerizacién de la actina; o (i) tratar, prevenir o
inhibir una o mas de hiperplasia de la intima, estenosis, reestenosis, ateroesclerosis, tumores de células de musculo
liso, espasmos del musculo liso, angina, angina de Prinzmetal (vasoespasmo coronario), isquemia, ictus,
bradicardia, hipertensién, hipertension pulmonar (pulmén), asma (broncoespasmo), toxemia del embarazo, trabajo
de parto prematuro, preeclampsia/eclampsia, enfermedad o fendmeno de Raynaud, uremia hemolitica, isquemia
mesentérica no oclusiva, fisura anal, acalasia, impotencia, trastorno de interés/excitacién sexual femenino (FSAD),
migrafia, lesién muscular isquémica asociada con espasmo del musculo liso, vasculopatia, tal como vasculopatia por
trasplante, bradiarritmia, bradicardia, insuficiencia cardiaca congestiva, miocardio aturdido, hipertensiéon pulmonar,
distrofia muscular, canalopatia y disfuncion diastdlica.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para modificar la funciéon celular de
acuerdo con la reivindicacién 13 en el presente documento.

El cultivo de células puede ser in vitro.

Se describe un método para inducir la diferenciacion de una célula mediante la transduccién de una molécula de
administracion descrita en el presente documento en una célula madre.

La célula madre puede comprender una célula madre cardiaca. La molécula de administracién puede comprender
GATA4 o TBXS5.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para inducir una célula madre
pluripotente de acuerdo con la reivindicacion 14 en el presente documento. La molécula de administraciéon puede
comprender Oct-3/4 (Pou5fl), Sox2, Lin28, Kif4, Nanog, Glis1 o c-Myc; o combinaciones de los mismos.

También se describe un método para inducir la diferenciacién cardiaca por transduccién de una primera molécula de
administracion descrita en el presente documento en una célula madre cardiaca, y la transduccion de una segunda
molécula de administracion descrita en el presente documento en la célula madre cardiaca, en el que la primera
molécula de administraciéon comprende GATA4 y la segunda molécula de administraciéon comprende TBX5.

El método para inducir la diferenciacién cardiaca de una célula madre puede comprender ademas la transduccién de
una o mas proteinas de fusibn que comprenden una carga seleccionada de cualquiera de los grupos que
comprenden GATA4, TBX5, NKX2.5, y BAF60c. El método para inducir la diferenciacion cardiaca de una célula
madre puede comprender ademas la transduccién de una o mas proteinas de fusiéon que comprenden una proteina
de la red reguladora del gen cardiaco. La transduccion en la célula madre cardiaca puede ser concurrente o
secuencial.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica de acuerdo
con la reivindicacion 15 en el presente documento.

La molécula de administracion se puede transducir en presencia de, o coadministrarse con, un agente de liberacion
de vesiculas para promover la liberacién de la molécula de administracion a partir de vesiculas micropinociticas. El
agente de liberacion de vesiculas puede comprender cloroquina. La concentracion de cloroquina puede estar entre
aproximadamente 1 yM y aproximadamente 100 pM.
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De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una molécula de administracién de acuerdo
con la presente invencion, en la que la carga comprende una nanoparticula, para su uso en imagenes de células de
acuerdo con la reivindicaciéon 16 descrita en el presente documento.

La nanoparticula puede comprender metal o polimero. La nanoparticula puede ser una varilla.

También se describe un método de terapia génica que comprende la administracion de la molécula de
administracion de acuerdo con la invencion en una célula, en la que la carga comprende acido nucleico.

Ventajosamente, la transduccion puede monitorizarse, o puede monitorizarse en tiempo real.

La molécula de administracion puede estar dispuesta para dirigirse (es decir, administrar carga a) tipos de células
especificos. Se puede elegir un elemento de unién a GAG apropiado para dirigirse a una poblacién especifica de
células que tienen el tipo de GAG correspondiente en la superficie celular.

El experto entendera que las caracteristicas opcionales de una realizacion o aspecto de la invenciéon pueden ser
aplicables, cuando sea adecuado, a otras realizaciones o aspectos de la invencion.

Las realizaciones de la invencion se describiran ahora con mas detalle, a modo de ejemplo Gnicamente, haciendo
referencia a los dibujos adjuntos.

Figura 1 Administracion ineficiente de proteinas en células pluripotentes. (a) Esquema de las proteinas creadas
para determinar la eficiencia de la administracién de proteinas. mR es una mRFP solo como una proteina de
control poco transducida que representa la transduccién de fondo. mR-8R es una mRFP con una fusiéon C-
terminal de ocho residuos de arginina (8R) para promover la transducciéon. (b) mR-8R se transduce
eficientemente en las células NIH3t3. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células NIH3t3 tratadas con
mR o mR-8R (100 pg/ml) durante doce horas en condiciones de medio estandar. Barra de escala, 100 pm. (c)
mR-8R se transduce ineficientemente en células madre embrionarias humanas y de ratén (HUES7 y CGR-8,
respectivamente), células madre pluripotentes inducidas humanas (IPS2) y la linea celular de cardiomiocitos de
raton HL1. Imagenes de microscopia de fluorescencia de multiples lineas celulares tratadas con mR-8R
(100 pg/ml) durante doce horas en condiciones de medio especifico del tipo celular. Barra de escala, 100 pm. (d)
Andlisis de citometria de flujo de las multiples lineas celulares tratadas con diferentes dosis de mR-8R (0, 1, 5,
10, 20, 50 y 100 pg/ml) durante veinticuatro horas. (e) Analisis de citometria de flujo de la dosis de 100 ug/mi
durante veinticuatro horas. Los graficos muestran unidades relativas de fluorescencia (U.R.F). Las barras de
error indican d.e.

Figura 2 P21 mejora la transduccion mediada por PTD. (a) Esquema de las proteinas creadas después de
seleccionar dominios que mejoran la eficiencia de la administracion de proteinas a las células. mR y mR-8R se
describen en la Figura 1. P21-mR es una mRFP con una fusion N-terminal del dominio P21 de EGF de unién a
heparina (HB-EGF). P21-mR-8R es una mRFP con una fusion N-terminal de P21 y una fusién C-terminal de 8R.
(b) La fusién de P21 a mR-8R mejora significativamente la transduccion en las células NIH3t3. Imagenes de
microscopia de fluorescencia de células NIH3t3 tratadas con proteinas (20 pug/ml) durante doce horas en
condiciones de medio estandar. Barra de escala, 100 ym. (c) P21-mR-8R se transduce de manera eficiente en
células madre embrionarias humanas y de ratén (HUES7 y CGR-8, respectivamente) y células madre
pluripotentes inducidas humanas (IPS2) y en la linea celular de cardiomiocitos de ratén HL1. Analisis de
citometria de flujo de las lineas celulares transducidas ineficientemente de mR-8R tratadas con proteinas mR-8R
(20 pg/ml) durante doce horas. (d) P21-mR-8R inicialmente interactia fuertemente con las membranas celulares
y se transduce progresivamente localizandose perinuclearmente. Imagenes de microscopia de exploracion por
fluorescencia (superior) y laser confocal (inferior) de células NIH3t3 tratadas con P21-mR-8R (20 ug/ml) durante
1 hora, 1 hora con lavados y 5 horas mas de incubacion (en medio sin suero) o 6 horas de tratamiento. Las
células se preincubaron durante 1 hora en medio sin suero, se transdujeron durante el tiempo deseado en medio
sin suero. Barras de escala, 50 ym (superior) y 10 um (inferior). (e) La mejora de la transduccién mediada por
P21 y 8R se ve afectada por la protedlisis de tripsina. La citometria de flujo analiza las células NIH3t3 tratadas
con proteinas (20 pg/ml) durante 1 hora y una incubacion de 5 horas mas (en medio sin suero), con o sin 10
minutos de pre-digestion con tripsina o tratamiento con una solucion de disociacion celular no proteolitica (CDS).
Las células se preincubaron durante 1 hora en medio sin suero, se trataron con tripsina y se transdujeron durante
1 hora en medio sin suero. (f) La interaccion de la superficie celular de las proteinas que contienen P21 se
interrumpe con el tratamiento con Tritonx100. La citometria de flujo analiza las células NIH3t3 tratadas con
proteinas (20 pg/ml) durante 1 hora y una incubacion de 5 horas mas (en medio sin suero) con 10 min de
pretratamiento de PBS o PBS que contiene Tritonx100 al 0,1% (v/v) (Tx100). Las células se preincubaron
durante 1 hora en medio sin suero, se trataron con PBS o PBS con Tx100 y se transdujeron durante 1 hora en
medio sin suero. Las barras de error indican d.e.

Figura 3 P21 se une directamente a la heparina y HS-GAG de la superficie celular. (a) La heparina soluble en

medio durante la transduccion inhibe la interaccion de la membrana celular y la transduccion de proteinas que
contienen P21. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células CGR-8 tratadas con P21-mR-8R (20 ug/ml)
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durante 6 horas en medio sin suero que contiene 0 o 50 yg/ml de heparina. Barra de escala, 100 um. (b) La
citometria de flujo analiza las células NIH3t3 tratadas con P21-mR-8R (20 pg/ml) durante 6 horas con o sin una
diversidad de GAG (50 ug/ml) en medio sin suero. CS es sulfato de condroitina. Las células se preincubaron
durante 1 hora en medio sin suero y se transdujeron durante 6 horas en medio sin suero con o sin GAG. (c-d)
Solo altas dosis de heparina inhiben la actividad de 8R mientras que la actividad de P21 se inhibe de forma
dependiente de la dosis por la heparina en (c) las células NIH3t3 y (d) las células CGR-8. (e) y (f) Heparan de
superficie celular Se requiere sulfato de heparan para una administracion de proteinas eficiente mediada por
P21. ElI FCS que contiene sulfatos de heparan/heparina inhibe la transduccién mediada por P21, pero también
puede reemplazar los GAG de la superficie celular y mediar la transduccion de P21 en células deficientes para el
sulfato de heparan. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células CGR-8 y EXTI-/- mESC tratadas con
P21-mR-8R (20 pg/ml) durante 6 horas en medio que contiene FCS al 0 o al 20 %. Barra de escala, 100 ym. Las
barras de error indican d.e.

Figura 4 Administracion nuclear mediada por GET/HETD de Cre Recombinasa. (a) Esquema de la construccion
creado para marcar la actividad de Cre en las células. La escision mediada por Cre de una regiéon STOP
transcripcional flanqueada por sitios loxP induce la expresion constitutiva de eGFP. Pr, promotor; BGal, -
galactosidasa; Neo, Neomicina fosfotransferasa. La linea celular NIH3t3 LSL-eGFP se cred por transfeccion y
seleccion de células NIH3t3. (b) Expresion de eGFP en células NIH3t3 LSP-eGFP no tratadas o aquellas
transducidas con lentivirus de SIN Cre. La izquierda muestra la microscopia de fluorescencia y la derecha
muestra el histograma de citometria de flujo de la expresién de eGFP. Barra de escala, 50 um (c) Esquema de
transduccion de prueba de la actividad de Cre en células NIH3t3 LSL-eGFP. Las células se transdujeron con
proteinas Cre durante 1 hora, se lavaron y se cultivaron durante 2 dias antes de los analisis. (d-e) P21-mR-Cre-
8R se transduce eficientemente y recombina el ADN. (d) Imagenes de microscopia de fluorescencia de NIH3t3
LSL-eGFP transducidas con Cre con la diversidad de dosis. Barra de escala, 50 ym. (e) Analisis de citometria de
flujo de células NIH3t3 LSL-eGFP transducidas durante 1 hora con mR-Cre, mR-Cre-8R y P21-mR-Cre-8R a una
diversidad de dosis (0, 1, 10, 100 y 500 pg/ml), lavadas y cultivadas durante 2 dias. El grafico muestra el % de
recombinacion (es decir, el % de eGFP+ve de la poblacién celular total). Las barras de error indican d.e.

Figura 5 La administracion mediada por GET/HETD de NEO promueve la resistencia a los antibidticos en los
fibroblastos embrionarios de ratén. (a) Esquema de prueba de la actividad de resistencia a los antibiéticos de la
NEO transducida (neomicina fosfotransferasa) en células de fibroblastos embrionarios de ratén (MEF). Las
células MEF (300.000) se cultivaron en DMEM que contenia FCS al 10 % (v/v) y P21-mR-NEO-8R (0, 10 o 100
pg/ml) durante 3 dias suministrando a diario medio recién preparado. Después, se afiadio G-418 al medio
durante 3 dias mas con el suministro diario de medio recién preparado. (b-e) P21-mR-NEO-8R rescata las
células MEF y NIH3t3 de la seleccion de G-418 al conferir resistencia a los antibidticos. (b-c) P21-mR-NEO-8R
mantiene cultivos vivos de MEF bajo la seleccion de G-418. (b) Numero de células MEF cuando se complementa
con SIN NEO (para sobreexpresar NEO) o se transduce con P21-mR-NEO-8R y se selecciona con G-418 (0, 75,
150 o 300 pg/ml). (c) Namero de células MEF para la dosis de 150 ug/ml de G-418. Las barras de error indican
d.e. (d-e) P21-mR-NEO-8R promueve la viabilidad en células MEF y NIH3t3 seleccionadas con G-418. (d)
Cuantificacion del porcentaje de células MEF viables utilizando la tincién con azul de tripano. (e) Microscopia de
fluorescencia de células NIH3t3 seleccionadas con 150 uyg/ml de G-418 evaluadas para determinar su viabilidad
utilizando tincién LIVE/DEAD. Barra de escala, 100 um. Las barras de error indican d.e.

Figura 6 La administraciéon mediada por GET/HETD de NANOG promueve la auto-renovacion de células madre
embrionarias de raton. (a) Esquema de la actividad de prueba de NANOG transducido en células CGR-8. Las se
transdujeron con proteinas P21-mR-NANOG-8R (0, 1, 10 y 50 pg/ml) durante tres dias consecutivos (1 pase,
division 1:3), se pasaron 1:3 y se colocaron en placas en medio de crecimiento con P21-mR-NANOG-8R pero sin
LIF (-LIF). Las células se alimentaron diariamente con medio -LIF que contenia P21-mR-NANOG-8R y se
pasaron 1:3 cada 3 dias durante 2 pases (un total de 3 pases -LIF). (b) P21-mR-NANOG-8R rescata la auto-
renovacion de mESCs que carece de la dosis de LIF de forma dependiente. Tinciéon con fosfatasa alcalina (AP)
de células CGR-8 tratadas con proteinas P21-mR-NANOG-8R y extraccion de LIF. La actividad de AP y la
morfologia de la colonia se conservan en las células CGR-8 cultivadas en LIF o sin LIF pero complementadas
con SIN NANOG (para sobreexpresar NANOG) o transducidas con P21-mR-NANOG-8R. Barra de escala,
100 pm. (c) P21-mR-NANOG-8R mantiene la proliferacion de mESC sin dosis de LIF de forma dependiente.
Porcentaje del numero de células CGR-8 cultivadas sin LIF frente a las cultivadas con LIF (% de -LIF/+LIF) en el
pase. En cultivos de CGR-8 deficientes en LIF la proliferacion se promueve cuando se complementa con SIN
NANOG (para sobreexpresar NANOG) o se transduce con P21-mR-NANOG-8R. Las barras de error indican d.e.
(d) El rescate dependiente de NANOG en cultivos deficientes en LIF genera un perfil de expresion génica de tipo
mas epiblastico. Analisis de expresion génica relativa de cultivos de CGR-8 deficientes en LIF usando PCR
cuantitativa (QPCR). Los cultivos complementados con SIN NANOG (para sobreexpresar NANOG) o
transducidos con P21-mR-NANOG-8R tienen una expresion aumentada de Fgf5, expresion reducida de Rex/'y
conservan la expresion de Oct4. Las barras de error indican s.e.

Figura 7 La administracion mediada por GET/HETD de MYOD promueve la diferenciacion miogénica de las

células madre embrionarias humanas. (a) Esquema de prueba de la actividad de diferenciacion de MYOD
transducida en células HUES7. Las células HUES7 se colocaron en placas sobre plastico gelatinizado y se
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cultivaron en DMEM que contenia FCS al 10 % (v/v). Las células se alimentaron a diario con DMEM que
contenia FCS al 10 % (v/v) y P21-mR-MYOD-8R (0, 1, 5, 10 o 50 pyg/ml) durante 7 dias. El medio se cambi6 a
DMEM que contenia de suero de caballo (HS) al 2 % (v/v), insulina recombinante humana y P21-mR-MYOD-8R y
se alimentaron a diario durante 3 dias. (b-f) P21-mR-MYOD-8R impulsa la diferenciacién miogénica de células
HUES7 a miotubos multinucleados. (b) Microscopia optica de células HUES7 cultivadas bajo el régimen
miogénico complementado con SIN MYOD (para sobreexpresar MYOD) o transducidas con P21-mR-MYOD-8R.
Los miotubos fusionados alargados y los miocitos individuales se generan con SIN-MYOD o altas dosis de P21-
mR-MYOD-8R. Barra de escala, 100 um. (c) Diferenciacion miogénica dependiente de MYOD de células madre
embrionarias humanas. Analisis de expresion génica relativa de cultivos de HUES7 utilizando PCR cuantitativa
(QPCR). Los cultivos complementados con SIN MYOD (para sobreexpresar MYOD) o transducidos con P21-mR-
MYOD-8R han aumentado la expresion de MYOD enddgena y la expresion de ACTA1 especifica del musculo
esquelético. Las barras de error indican s.e. (d-e) Las células diferenciadas con P21-mR-MYOD-8R estan
multinucleadas. (d) Cuantificacién del nimero medio de nucleos por célula utilizando la tinciéon PI. Las barras de
error indican d.e. (e) Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HUES7 diferenciadas con P21-mR-
MYOD-8R (50 ug/ml) y tefiidas con tinte nuclear DAPI. Barra de escala, 50 um. (f) Las células diferenciadas con
P21-mRMYOD-8R son positivas a MIOGENINA. Cuantificacion del porcentaje de células positivas a
MIOGENINA, mediante etiquetado inmunofluorescente. Las barras de error indican d.e.

Figura 8 Las proteinas PTD se unen a células pluripotentes pero se transducen de forma deficiente.
Fluorometria del medio para determinar la proteina fluorescente restante que queda después de la incubacion
con las células. mR-8R se diluyd hasta 20 ug/ml en medio sin suero y se incubé 1 ml/pocillo durante 1 hora (a) o
12 horas (b) con las células confluentes NIH3t3, MEF, CGR-8, HUES7 o IPS2 en placas de 6 pocillos. La
preincubacion de fluorescencia se asigné como el 100 % de las unidades y se rest6 el fondo del medio sin suero.
Las barras de error indican d.e.

Figura 9 P21 se une directamente a Heparina. Fluorometria para determinar la proteina fluorescente que queda
después de la incubacion con esferas de heparina-sepharose. Las proteinas recombinantes se diluyeron (20
pg/ml) en medio sin suero y se incubaron 1 ml/tubo durante 1 hora a 37 °C con 50 pl de heparina-sepharose con
rotacion. La preincubacion de fluorescencia se asigné como el 100 % de las unidades y se rest6 el fondo del
medio sin suero. Las barras de error indican d.e.

Figura 10 Administracion mediada por GET/HETD de las variantes de proteina de la posicion del dominio. (a)
Esquema de las proteinas creadas para probar el efecto de la posicién del dominio en la administracién de
proteinas a las células. (b) La fusion de P21 y 8R a mR en cualquier orientacién mejora significativamente la
transduccion. Analisis de citometria de flujo de las células NIH3t3 y HUES7 incubadas con las variantes de
proteinas (20 pug/ml) durante doce horas. Las barras de error indican d.e.

Figura 11 Administracion mediada por GET/HETD de variantes de proteina PTD. (a) Esquema de las proteinas
creadas para probar el efecto de mejora de P21 en otros PTD para la administracion de proteinas a las células.
8R es RRRRRRRR (SEQ ID NO: 19), TAT es proteina TAT del VIH-1 RKKRRQRRR (SEQ ID NO: 20), 8K es
KKKKKKKK, 8RQ es RQRQRQRAQ. (b) La fusion de P21 y cualquier PTD a mR mejora significativamente la
transduccion. Analisis de citometria de flujo de las células NIH3t3 y HUES7 incubadas con las variantes de
proteinas (20 pg/ml) durante doce horas. Las barras de error indican d.e.

Figura 12 La administracion mediada por PTD se inhibe por heparina libre y sulfato de condroitina. La citometria
de flujo analiza las células NIH3t3 tratadas con mR-8R (20 pg/ml) durante 6 horas con o sin una diversidad de
GAG (50 pg/ml) en medio sin suero. CS es sulfato de condroitina. Las células se preincubaron durante 1 hora en
medio sin suero y se transdujeron durante 6 horas en medio sin suero con o sin GAG. Las barras de error indican
d.e.

Figura 13 La administracion de proteinas GET/HETD se inhibe por FCS que contiene GAG, el tratamiento con
heparinasa y la heparina soluble de competicion. (a-b) Citometria de flujo de células transducidas pretratadas
con heparinasa. (a) Las células NIH3t3 se preincubaron en medio sin suero durante 1 hora con diferentes
cantidades de heparinasa lll (0, 0,01, 0,1 0 1 U/ml) y se transdujeron con mR o P21-mR-8R (20 pyg/ml en medio
sin suero) que contenia heparinasa Il durante 12 horas. (b) Las células NIH3t3 se preincubaron en medio sin
suero durante 1 hora con diferentes cantidades de Heparinasa lll y se transdujeron con P21-mR-8R (20 pg/ml)
que contenia Heparinasa Il y diferentes cantidades de FCS (0, 1 0 10 % (v/v)) durante 12 horas. (c) Citometria
de flujo de células NIH3t3 transducidas en diferentes concentraciones de FCS o FCS que se ha agotado para el
material de union a P21. Las células NIH3t3 se preincubaron en medio sin suero durante 1 hora y se
transdujeron con P21-mR-8R (20 ug/ml) que contenia diferentes cantidades de FCS (0, 0,1, 0,5, 1,2, 5,10 0 20
(v/v)) durante 6 horas. (d) Citometria de flujo de las células NIH3t3 tranducidas en FCS al 10 % o FCS agotado
en aglomerante P21 al 10 % con la adicién de heparina soluble. Las células NIH3t3 se preincubaron en medio sin
suero durante 1 hora y se transdujeron con P21-mR-8R (20 ug/ml) que contenia cualquier tipo de FCS y
diferentes cantidades de heparina soluble (0, 0,1, 0,5, 1, 2, 5 0 50 pug/ml) durante 6 horas. Las barras de error
indican d.e.
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Figura 14 La administracion mediada por GET/HETD se inhibe por el inhibidor de la sintesis de HS-GAG Clorato
sodico. La citometria de flujo analiza las células NIH3t3 tratadas con P21-mR-8R (20 ug/ml) durante 6 horas con
o sin clorato sédico (SC, 20 mM) en medio sin suero. Las células se preincubaron con o sin SC durante 1 hora en
medio sin suero y se transdujeron durante 6 horas en medio sin suero con o sin SC. Las barras de error indican
d.e.

Figura 15 GET/HETD pueden lograr niveles intracelulares superiores de administraciéon de carga que los
sistemas transgénicos. (a) Fluorometria de extractos solubles generados a partir de NIH3t3 mR (células NIH3t3
transgénicas transducidas con SIN mR) en comparacion con las células NIH3t3 transducidas durante 6 horas con
diferentes dosis de mR-8R o P21-mR-8R (0, 10, 20, 50, 100 o 200 pyg/ml en medio sin suero). (b) Citometria de
flujo de NIH3t3 mR (células NIH3t3 transgénicas transducidas con SIN mR) en comparaciéon con las células
NIH3t3 transducidas durante 6 horas con diferentes dosis de mR-8R o P21-mR-8R (0, 10, 20, 50, 100 o 200
pg/ml en medio sin suero). La fluorescencia se normaliza con respecto a las células NIH3t3 no tratadas. Las
barras de error indican d.e.

Figura 16 Las proteinas marcadas con GET/HETD se agotan rapidamente del medio de cultivo por transfeccion
eficiente. (a-b) Fluorometria de medios para determinar la proteina fluorescente restante que queda después de
la incubacion con células. Las proteinas recombinantes se diluyeron hasta 20 pg/ml en medio sin suero y se
incubé 1 mil/pocillo durante 12 horas con NIH3t3s confluentes en placas de 6 pocillos. La preincubacion de
fluorescencia se asigné como el 100 % de las unidades y se resto el fondo del medio sin suero. (a) Agotamiento
mediado por HUES7 de proteinas recombinantes de medio de cultivo en 12 horas. (b) Agotamiento mediado por
NIH3t3 de proteinas recombinantes de medio de cultivo en 12 horas. (c) El agotamiento de T1/2 se calculd
incubando las células NIH3t3 con proteinas recombinantes (20 ug/ml) en diferentes tiempos. El grafico de barras
muestra el tiempo (horas) requerido para agotar la proteina recombinante a la mitad de la concentracion inicial en
el sistema descrito. Las barras de error indican d.e.

Figura 17 La actividad nuclear de la Cre Recombinasa mediada por HERD es promovida por el escape de
vesiculas pero reprimida por los inhibidores de la macropinocitosis o el agotamiento del colesterol. Las células
NIH3t3:LSL-eGFP se preincubaron en medio sin suero (con o sin farmacos), se transdujeron con proteinas Cre
(mR-Cre: 100 ug/ml o P21-mR-8R: 10 pg/ml) durante 1 hora en medio sin suero (con o sin farmacos), se lavaron
y se cultivaron durante 12 horas en medio de crecimiento completo (con o sin farmacos) y 36 horas mas en
medio de crecimiento completo antes de los analisis. (a) La metil-B-ciclodextrina (utilizada para reducir el
colesterol) inhibe la transduccién y recombinacion de Cre. (Las dosis de metil-B-ciclodextrina fueron 0, 1 2 y 5
mM). (b) La nistatina (un farmaco que secuestra el colesterol) inhibe la transducciéon y recombinacién de Cre.
(Las dosis de nistatina fueron 0, 10, 20 y 50 pg/ml). (c) La amilorida (un inhibidor especifico del intercambio de
Na*/H* requerido para la macropinocitosis) inhibe la transduccion y recombinacion de Cre. (Las dosis de
amilorida fueron 0, 1, 5 0 10 mM). (d) La citocalasina D (un inhibidor de la elongacién de la F-actina) inhibe la
transduccion y recombinacion de Cre. (Las dosis de citocalasina D fueron 0, 1, 5 0 10 pyM). (e) La cloroquina
promueve la liberacion de Cre de las vesiculas endosémicas y aumenta la recombinacién (Las dosis de
cloroquina fueron 0, 10 y 100 uyM). (f) Se requieren cantidades de picogramo por mililitros para inducir la
recombinacién con escape de vesiculas mejorado. La dosis de P21-mR-Cre-8R transducida se varié en
diluciones de diez veces (0-100 pg/ml) con 1 hora de incubacién en presencia de cloroquina. Todos los datos se
presentan como % de la recombinacion maxima. Las barras de error indican d.e.

Figure 18 La transduccion mediada por GET/HETD aumenta la macropinocitosis celular general. Citometria de
flujo de células incubadas en 70 kDa de FITC-Dextrano y transducidas con proteinas recombinantes. Las células
NIH3t3 se preincubaron en medio sin suero durante 1 hora y se transdujeron con mR, P21-mR, mR-8R o P21-
mR-8R (20 pyg/ml en medio sin suero) que contenia 70 kDa de FITC-Dextrano (neutro) durante 1 hora. Las barras
de error indican d.e.

Figura 19 GET de cargas no proteicas. (a) GET de cargas biotiniladas que utilizan estreptavidina monomérica
(mSA2). (i) Esquema de las proteinas mSA2 disefiadas para unirse y transducir cargas biotiniladas. P21-8R se
us6 como control sin interaccion, mSA2 como control sin transduccién, y P21-mSA2-8R como proteina de
prueba. (ii) Esquema de los complejos de anticuerpos (Ab) de un anticuerpo primario biotinilado (1°) (cabra anti-
conejo; GtaRb) unido a un anticuerpo secundario (2°) conjugado con FITC (conejo anti-raton; Rb aMu) utilizado
para probar la actividad. (iii) La administracion GET de los complejos de Ab fue visible por microscopia de
fluorescencia (barra de escala, 50 pm). Con la incubacion conjunta de P21-mSA2-8R (10 pg/ml, imagen inferior),
los complejos de Ab se administraron de manera eficiente a las células (iv) Citometria de flujo que demuestra
que los complejos de Ab 172° (1 pg/ml) se toman en células NIH3t3 de forma deficiente por incubacién directa o
cuando se incuban conjuntamente con mSA2 solamente. (b) GET de acidos nucleicos empleando el péptido
LK15. (i) Esquema de las proteinas LK15 disefiadas para unirse y transducir acidos nucleicos. (ii) Transfeccion
de células madre mesenquimales humanas (iHMSC) utilizando GET-LK15. Inicialmente, se evalud la capacidad
de union de los péptidos LK15 para el plasmido (p)DNA (SIN GFP, para expresar GFP en la transfeccion), ARN
mensajero sintético modificado (modRNA) (Miltenyi Biotech; para expresar GFP en la transfeccion) y ARN(si) de
inhibidores pequefios (etiquetados con fluoréforo FAM para detectar la administracion). Después de optimizar las
relaciones, se transfectaron iHMSC con P21-LK15-8R y pDNA (10 ug), modRNA (10 pg) o ARNSsi (1 pg) y se
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visualizo la transfeccion por microscopia de fluorescencia (barra de escala, 100 ym). (iii) Cuantificacion de la
transfeccion con GET-LK15 de iHMSC por citometria de flujo (% de eficiencia de transfeccién o fluorescencia
relativa para ARNsi) en comparacion con lipofectamine (LIPO) 2000 como estandar comercial. Las barras de
error indican d.e. (c¢) GET de nanoparticulas magnéticas. (i) Esquema del péptido P21-8R sintetizado y
nanoparticulas magnéticas de prueba (MNP). Se probaron MNP con cubierta de Nanomag-D dextrano a 250
nm/nucleo de éxido de hierro y el péptido P21-8R conjugado con los grupos COOH de superficie. (ii) Las MNP se
toman en las células NIH3t3 de manera mas eficiente en medio sin suero (SFM; panel izquierdo). Imagenes de
microscopia optica de células NIH3t3 tefiidas con hierro de azul de Prusia tratadas con MNP (50 ug/ml) durante
doce horas en condiciones de medios estandar (10% FCS) o SFM. La conjugacion de P21-8R con MNP aumenta
significativamente la captacion celular en condiciones tanto de FCS al 10 % como de SFM (la imagen circular es
de todo el pocillo, barra de escala, 100 ym).

Figura 20 Auto-etiquetado de ligando de las proteinas HALO ancladas a la membrana intracelular y extracelular.
(a) Esquema de las construcciones de lentivirus transgénicas de HALO (intracelular) y LAMP2b-HALO (anclado a
la membrana extracelular). En LAMP2b-HALO, la proteina expresada se localiza en la membrana celular
mediante el péptido sefial (SIG) que se escinde y se presenta en el lado extracelular de la membrana celular (b)
Las células transgénicas NIH3t3 para la proteina HALO intracelular (NIH3t3-HALO) se etiquetan solo
eficientemente por los ligandos de permeabilidad celular (HALO® Oregon Green). Las células NIH3t3
transgénicas para la proteina HALO extracelular anclada a la membrana (NIH3t3-LAMP2b) se marcan de manera
eficiente con ligandos permeables e impermeables a las células (HALO® Alexafluor*®). Los datos muestran la
citometria de flujo de las lineas celulares NIH3t3 incubadas en ligando (1 uM) durante 15 min, seguido de 3
lavados con medio y una incubacién de 15 min para eliminar el ligando no unido. Las barras de error indican d.e.
Esto proporciona un ensayo para evaluar la localizacion intraverso extracelular de las proteinas HALO.

Figura 21 El etiquetado de ligandos de las proteinas GET-HALO demuestra una rapida uniéon celular y
transduccion. (a) Esquema de las proteinas HALO creadas (como se describe para mRFP en la Figura 1). (b)
P21-HALO-8R y P21-HALO se unen eficazmente a las células NIH3t3 pero no se internalizan significativamente
con una incubacion de 1 hora. (c¢) P21-HALO-8R unido se transduce eficientemente en células NIH3t3 con
incubacion adicional (1 h-5 h). P21-HALO unido no entra tan eficientemente en las células y permanece unido a
la membrana celular con una incubacién adicional. Los datos muestran los analisis de citometria de flujo de
células NIH3t3 tratadas con proteinas (20 pg/ml) durante 1 hora, seguido del etiquetado de ligandos directo (1 h)
o incubacion adicional de 5 horas (1 h-5 h). Las barras de error indican d.e.

Figura 22 La sensibilidad al pH de las proteinas GET-mNectarine (mNect) demuestra una rapida unién vy
transduccion celular. (a) Esquema de las proteinas HALO creadas (como se describe para mRFP en la Figura 1).
(b-c) Las proteinas GET-mNect o GET-mR (20 pg/ml) se transdujeron en las células NIH3t3 durante 1 h (para
demostrar la actividad de unién a la membrana), 1 h seguido de 5 horas mas de incubacioén sin proteina (1 h-5 h)
(para demostrar la actividad de transduccion) o 6 h (para demostrar una administracion sostenida). Se utilizé la
citometria de flujo para comparar las intensidades de las proteinas mNect y mR GET. La sefial de fluorescencia
procedente de la transduccion de proteinas mNect (a diferencia de las versiones mR) se pierde rapidamente
después de la internalizacion nueva para la acidificacion endosémica y el despliegue de proteinas. Las barras de
error indican d.e. (d-f) Las proteinas GET-mNect (20 ug/ml) se transdujeron en células NIH3t3 para los mismos
regimenes, pero se lavaron en DMEM a pH 7,5 o pH 5,5 antes de la citometria. La fluorescencia de la proteina
mNect localizada en la membrana se extingue con un pH de 5,5, pero se mantiene a un pH de 7,5, lo que indica
que en 1 h las incubaciones dejan el P21-mNect-8R externo a las células, unido a las membranas y no protegido
del despliegue mediado por el pH. Las incubaciones de 1 h-5 h demuestran que la localizacion de P21-mNect-8R
se desplaza y se protege de un despliegue mediado por pH, lo que demuestra la internalizacion de la proteina 'y
la proteccién por la membrana celular. Las barras de error indican d.e.

Figura 23 La proteina GET debe administrarse intracelularmente para permitir una retransduccion exitosa (a)
Esquema de prueba del efecto de la retransduccién de proteinas GET en células NIH3t3. Las células se
preincubaron en medio fresco durante 1 hora y se transdujeron con P21-mR-8R (20 pg/ml) durante 1 hora.
Después, las células se analizaron para determinar la fluorescencia o se volvieron a transducir con P21-mR-8R
(20 pg/ml) durante 1 hora mas. Esta retransduccion fue inmediata (0 h) o con una incubacién de 1 a 6 horas
entre la re-transduccion antes de los analisis de fluorescencia por citometria de flujo. La retransduccién inmediata
se inhibe, mientras que >1 hora de incubacion entre transducciones permite la retransduccién mas eficiente de la
proteina GET. Las barras de error indican d.e. * p<0,05.

Figura 24 GET en comparacion con la transduccién de solo CPP de NEO. (a) Esquema de mR-NEO-8R
(proteina solo CPP) y P21-mR-NEO-8R (proteina GET). (b) P21-mR-NEO-8R mantiene los cultivos vivos de MEF
bajo la seleccion de G-418 mientras que mR-NEO-8R tiene una mala actividad de rescate. La actividad de P21-
mR-NEO-8R es comparable a las células genéticamente complementadas con SIN NEO (para sobreexpresar
NEO). Los datos muestran los nimeros de células MEF para la dosis de 150 ug/ml de G-418. Las barras de error
indican d.e.
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Figura 25 GET en comparacion con la transduccién de solo CPP de NANOG. (a) Esquema de mR-NANOG-8R
(proteina solo CPP) y P21-mR-NANOG-8R (proteina GET). (b) P21-mR-NANOG-8R mantiene la proliferacion de
mESC sin dosis de LIF de forma dependiente, mientras que mR-NANOG-8R tiene una mala actividad de
renovacion. Los datos muestran el porcentaje del numero de células CGR-8 cultivadas sin LIF frente a las
cultivadas con LIF (% de -LIF/+LIF) en el pase. En cultivos de CGR-8 deficientes en LIF la proliferacion se
promueve cuando se complementa con SIN NANOG (para sobreexpresar NANOG) o se transduce con P21-mR-
NANOG-8R pero muy mal por mR-NANOG-8R. Las barras de error indican d.e.

Figura 26 GET en comparacion con la transduccion de solo CPP de MYOD. (a) Esquema de mR-MYOD-8R
(proteina solo CPP) y P21-mR-MYOD-8R (proteina GET). (b) P21-mR-MYOD-8R impulsa la diferenciacion
miogénica de células HUES7 con respecto a miotubos multinucleados positivos a MIOGENINA, mientras que
mR-MYOD-8R tiene una mala actividad miogénica. La actividad de P21-mR-MYOD-8R es comparable con las
células complementadas genéticamente con SIN MYOD (para sobreexpresar MYOD). Los datos muestran la
cuantificacion del porcentaje de células positivas a MIOGENINA utilizando inmunoetiquetado. Las barras de error
indican d.e.

Figura 27 Administracion de una proteina proapoptética extraida de tejido por GET-mSA2. (a) Esquema de
complejos de citocromo de corazén bovino-C (Cyt-C) u Cyt-C biotinilado (BIO-Cyt-C) y Cyt-C con mSA2. (b)
Coincubacion de Cyt-C (como control sin interaccion) o BIO-Cyt-C (10 ug/ml) con proteinas GET-mSA2 en
presencia de cloroquina (100 pM) para inducir la apoptosis de NIH3t3. Segun se evaluo por la exclusiéon de azul
de tripano después de una incubacion de 12 horas, solo el complejo de interaccion total y transduccion (con
cloroquina) medio la pérdida de la viabilidad celular. Las barras de error indican d.e. (c) BIO-Cyt-C transducido
con P21-mSA2-8R en presencia de cloroquina caus6 una pérdida completa de la viabilidad celular demostrada
por microscopia optica. (barra de escala, 50 ym).

Figura 28 GET de anticuerpos usando el dominio SpA B. (a) Esquema de las proteinas SpAB y P21-SpAB-8R
disefiadas para unirse a y transducir anticuerpos IgG. Se ensay6 la administracion de una IgG anti-ratén de
conejo conjugada con FITC (Rb IgG-FITC). (b) Se tomd IgG (1 ug/ml) en células NIH3t3 deficientes por
incubacion directa o cuando se incubaron conjuntamente con SpAB (panel izquierdo). Con la incubacién conjunta
de P21-SpAB-8R (10 ug/ml, panel derecho), la IgG se administré eficientemente a las células visibles mediante
microscopia de fluorescencia (barra de escala, 50 uym). (c) La citometria de flujo de las células administradas
confirmoé un aumento en la administracion de IgG de mas de 2 érdenes de magnitud. Las barras de error indican
d.e.

Figura 29 La adicion de P21 y CPP a las cargas mejora la administracion en >dos 6rdenes de magnitud. Las
lineas celulares (descritas en la Figura 1) que incluyen células de musculo liso adrtico de rata (rSMC) y
cardiomiocitos neonatales (rCMs) se transdujeron con variantes fusionadas a mRFP de proteinas de carga (mR,
mR-Cre, mR-NEO, mR-NANOG o mR -MYOD) o con cargas con secuencias P21 fusionadas en el extremo N y
8R (CPP) fusionadas en el extremo C (proteinas GET; P21-mR-8R, P21-mR-Cre-8R, P21-mR-NEO-8R, P21-mR-
NANOG-8R o P21-mR-MYOD-8R). Las transducciones se realizaron a 20 ug/ml de proteina durante 24 horas en
el medio estandar de la linea celular. Los datos muestran el aumento en veces de la transduccion con la adicion
de secuencias GET (P21 y 8R) a las cargas segun lo evaluado por citometria de flujo. Las barras de error indican
d.e.

Figura 30 La transduccion GET de alto nivel o constante no afecta la viabilidad celular (a) Evaluacion de la
viabilidad celular mediante exclusién de azul de tripano de NIH3t3s transducidas durante 12 horas con 0-200
pg/ml de proteina P21-mR-8R ya sea directamente después de la transduccion (0 h; izquierda) o 24 horas
después de la transduccion (24 h; derecha). (b) Evaluacion de la proliferacion celular después de la transduccion
mediante pases y recuentos celulares de NIH3t3s transducidas durante 24 horas con 0-200 ug/ml de proteina
P21-mR-8R. (c) Evaluacion de la proliferacion celular durante la transduccion constante por pases y recuentos
de células de NIH3t3s transducidas con 0-200 ug/ml de proteina P21-mR-8R (proteina actualizada en cada
pase). Las células se pasaron diariamente y se volvieron a colocar en placas con 100.000 células por cada 12
pocillos. Las barras de error indican d.e.

Figura 31 GET es biocompatible en multiples tipos de células clinicamente relevantes. Las lineas celulares se
transdujeron con P21-mR-8R a 20 o 200 pg/ml durante 24 horas y se evaluaron con azul de tripano para
determinar la viabilidad celular (las lineas celulares fueron las descritas en la Figura 1, incluidas las células del
musculo liso adrtico de rata (rSMC) y los cardiomiocitos neonatales (rCM)). La viabilidad se mantuvo alta en
todos los tipos de células para ambas concentraciones probadas. Las barras de error indican d.e.

Figura 32 A: Diagrama esquematico de una nanoparticula recubierta con dextrano, B: Tincion con azul de Prusia
de 50 ug de nanoparticulas Nanomag-D marcadas con P21mR y particulas y proteina afiadidas por separado, C:
Fluorescencia de particulas Nanomag-D marcadas con proteina roja fluorescente, D: Fluorescencia de
soluciones pre y post-etiquetado.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2733286 T3

Figura 33 A: Tincién con azul de Prusia de particulas nanomag incubadas con células 3t3 durante 24 horas, B:
Resultados del ensayo de hierro para la cantidad de hierro por célula después de la incubacién de 24 horas.

Figura 34 A: Tincion con azul de Prusia de particulas nanomag-D incubadas en células 3t3 durante tiempos
variables, B: Los resultados de la cuantificacion del ensayo de hierro.

Figura 35 A: Células 3t3 incubadas con 50 pg de nanoparticulas, 1 yM de P218R y diversas cantidades de
heparina analizadas por ensayo de hierro. B: Incubadas con dextrano. C: Incubadas con cantidades variables de
suero. D Fluorescencia de células 3t3 después de la incubacion con Fitc-BSA.

Figura 36 Administraciéon mejorada mediada por GET de mRFP a las células a través del péptido P21 mRFP 8R.
Imagenes de microscopia de fluorescencia de células NIH3T3 tratadas con péptidos FmRFP, P21 mRFP, mRFP
8R y P21 mRFP 8R (20 pg/ml) durante doce horas. Las imagenes también incluyen células que no fueron
tratadas con ningun péptido, como control. Barra de escala, 100 pm.

Figura 37 Grafico que muestra células NIH3T3, CGR-8 y HUES7 tratadas con péptidos conjugados con mRFP
(20 ug/ml) durante 12 h. Se utilizé el analisis de citometria de flujo para cuantificar la fluorescencia (unidades
relativas de fluorescencia (URF)) de las células. Las barras de error indican d.e., n = 3.

Figura 38 Grafico que muestra el aumento en la transduccion de mRFP en células por CPP modificados
(dominio de unién a HS-GAG mRFP 8R) sobre un CPP no modificado (mRFP 8R). Las células NIH3T3, CGR-8 y
HUES? se trataron con péptidos conjugados con mRFP (20 ug/ml) durante 12 h. Las barras de error indican d.e.,
n=3.

Figura 39 Administracion eficiente de mRFP a las células a través de péptidos modificados que promueven la
GET. Imagenes de microscopia de fluorescencia de las células NIH3T3, CGR8 y HUES-7 tratadas con los
péptidos P21 mRFP 8R, FGF2B mRFP 8R, FGF7B mRFP 8R y PDGF mRFP 8R (20 ug/ml) durante doce horas.
Barra de escala, 100 um.

Figura 40 Optimizacion de la relacion de carga (+/-) de P21 LK15 8R con respecto a pSIN GFP usando el
ensayo de YO-PRO-1. El grafico muestra una disminucién en el % de fluorescencia a medida que P21 LK15 8R
se une a pSIN GFP. Las barras de error indican d.e., n = 3.

Figura 41 Ejemplos de graficos de puntos de citometria de flujo que muestran la expresién de GFP de células
NIH3T3 después de la transfeccion con pSIN GFP durante 6 h. Después de la transfeccion, las células se fijaron
en un punto de tiempo de 48 h. Se us6 un analisis de citometria de flujo para cuantificar el % de células positivas
a GFP.

Figura 42 Optimizacion de la transfeccion de pSIN GFP en células NIH3T3 por el péptido P21 LK15 8R. Las
células se trataron con la relacion de carga optima (+/-) de P21 LK15 8R con respecto a pSIN GFP de 2:1,
respectivamente. La optimizacion se realizé en tiempos de transfeccion variables (3, 6 y 24 h) en (A) medio de
transfeccion de suero al 10 % (B) medio de transfeccién sin suero. Después de la transfeccion, las células se
fijaron en un punto de tiempo de 48 h. Se us6 un analisis de citometria de flujo para cuantificar el % de células
positivas a GFP. Las barras de error indican d.e., n = 3.

Figura 43 Grafico que muestra la optimizacion de la transfeccion de pSIN GFP en las células NIH3T3 por
Lipofectamine2000, en condiciones sin suero. Se us6 un analisis de citometria de flujo para cuantificar el % de
células positivas a GFP. Las barras de error indican d.e., n = 3.

Introduccién

Las células madre pluripotentes humanas (HPSC) comprenden HESC derivadas de la masa celular interna del
embrion preimplantado, y las HiPSC generadas por la reprogramacion epigenética de células somaticas {Robinton,
2012 N.° 30}. La capacidad de controlar el comportamiento y la diferenciacion de estas células de manera eficiente y
reproducible respalda los esfuerzos actuales en medicina regenerativa y personalizada. Un método transgénico
impulsado por el factor de transcripcion ha sido descrito previamente para programar directamente las redes
reguladoras de genes en HPSC para impulsar la diferenciaciéon cardiaca y crear cardiomiocitos contractiles {Dixon,
N.° 11}. Se han descrito muchos métodos impulsados por transgenes para controlar los comportamientos celulares,
como la reprogramacion genomica {Takahashi, 2007 N.° 82}, la auto-renovacion {Chambers, 2003 N.° 70}, la
diferenciacion {Dixon, N.° 11}, la apoptosis {Mohan, 2013 N.° 83}, proliferacion {Zhao, 2013 N.° 85} o la migracién
{Deboux, 2013 N.° 84}. Todos estos implican la integracion del ADN para permitir la expresidon génica exdgena,
usualmente utilizando vectores virales o transfeccion de ADN transitoria que es ineficiente y también puede conducir
a la modificacion gendmica, Los enfoques tales como la transfeccion del ARN {Warren, 2010 N.° 4} o la
administracion de proteinas mediada por PTD {Zhou, 2009 N.° 72} son, por lo tanto, una alternativa atractiva con
estequiometria controlada y no tienen posibilidad de integracion gendmica {Gump, 2007 N.° 39}. Fue un objetivo
desarrollar la tecnologia de PTD para permitir la administracion robusta de proteinas bioactivas en células madre
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pluripotentes que podrian reemplazar las tecnologias actuales y utilizarse para mejorar la adopcion de HPSC para
aplicaciones de medicina regenerativa.

Resultados
Aislamiento de P21, un HBD que mejora la funcién de PTD a través de la interaccion de HS-GAG

Un enfoque fue mejorar la interaccion inicial del PTD vy la transduccion de la bicapa lipidica de las proteinas de carga
en lugar de en el escape endosoémico. Inicialmente, la proteina fluorescente roja monomérica (MRFP1) se empled
como carga autoinformable que se expresa y se purifica facilmente en Escherichia coli (Figura 1a). La investigacion
condujo a la determinacion de que los PTD TAT y 8R interactian con las membranas celulares de las mESC, HESC
y HiPSC (Figura 8a) pero tienen una transduccion muy pobre de la carga ([11-3 veces sobre el control) (Figura 1y
8b). Esto fue en comparacion con las lineas celulares ampliamente probadas (tales como NIH3t3, C2C12 y
fibroblastos embrionarios de ratén) que mostraron una administracion eficiente ([15-50 veces sobre el control,
p<0,01) (Figura 1). Informes anteriores han demostrado la administracion funcional de proteinas etiquetadas con
PTD en células madre pluripotentes con diferentes grados de robustez {Do Kwon, 2005 N.° 74; Liang, 2013 N.° 73}.
Se planteé la hipdétesis de que el éxito alcanzado en estos estudios se debié a cantidades minimas de proteinas
eficaces requeridas, la administracion de proteinas en los derivados diferenciados en lugar de la poblacion inicial, o
el uso de grandes cantidades de proteinas para obtener una funcionalidad de bajo nivel.

Esto tenia el objetivo de mejorar la unién vy, finalmente, la transduccion de proteinas de carga en estos tipos de
células diana. Se seleccionaron varios péptidos cortos que se ha informado que interactian con las moléculas que
se sabe que estan presentes en las membranas de mESC, HESC o HiPSC, incluyendo integrinas, los marcadores
de CD y los GAG. Los péptidos se fusionaron N-terminalmente a mRFP1, se expresaron, se purificaron por afinidad
y se incubaron con los tres tipos de células. La seleccion de 12 variantes produjo una que aumenté claramente la
localizacion de fluorescencia con mRFP1 (mR) en las células y sus membranas, denominada P21
(KRKKKGKGLGKKRDPCLRKYK (SEQ ID NO: 1)) (Figura 2). De forma interesante, este péptido también demostro
actividad de transduccién como lo demuestra la fluorescencia intracelular punteada indicativa de la localizacion
endosomal (Figura 2b,c). P21 se derivé de HB-EGF, que pertenece a la familia de citocinas del EGF. HB-EGF
muestra una fuerte afinidad por la heparina y se une al mismo receptor que EGF y TGF-a {Sakuma, 1997 N.° 76}. La
interaccion de HB-EGF con HS-GAG de la superficie celular es esencial para su union optima a EGFR y para
promover su crecimiento/actividad migratoria hacia las células del musculo liso vascular {Higashiyama, 1993 N.° 90}.
La mutagénesis y la digestion con proteasa de HB-EGF recombinante, junto con los analisis que utilizan péptidos
sintéticos y heparina, revelaron que la secuencia P21 en la regiéon amino-terminal del HB-EGF soluble es
responsable de su union a la heparina, por lo que se considera un HBD tipico {Thompson, 1994 N.° 77}. Ademas,
P21 también interactia con HS-GAG de la superficie celular pero no con el EGFR que estda mediado por otras
secuencias en HB-EGF. Por lo tanto, se aisl6 un péptido corto de 21 residuos, P21, que mejora la asociacion de un
indicador fluorescente a células madre pluripotentes tanto de ratén como humanas.

Para confirmar la unién directa de P21 a heparina, se desarrollé un ensayo de unién utilizando perlas de heparina-
sepharose (Figura 9). La mR marcada con P21 se secuestré de manera eficiente por la heparina-sepharose a
diferencia de la mR sin etiquetar (96,2 + 5,3 %; p<0,01). Esto podria invertirse mediante la incubacion conjunta con
heparina libre de una manera dependiente de la dosis. El hecho de que un HBD se aisl6 es interesante; los HS-GAG
han sido considerados importantes en el proceso de transduccién mediada por PTD. Sin embargo, el papel exacto
de HS-GAG en la transduccién es actualmente un punto de discusion con la hipétesis mas reciente de que HS-GAG
es meramente importante en la transduccion al unirse directamente a los PTD y concentrarlos en la membrana; esto
mejora la translocacion de la bicapa lipidica, pero no es necesario para su aparicion {Gump, 2010 N.° 2}.

Los proteoglicanos sulfatados con carga negativa y las glucoproteinas estan presentes en todas las células de
mamifero. Sin embargo, se modifican de manera diferente y las variantes especificas son ubicuas o estan presentes
en tipos celulares muy especificos {Findahl, 1998 N.° 56}. Los proteoglicanos anclados a GPI y las glucoproteinas
estan presentes en las balsas lipidicas, lo que sugiere que los PTD pueden tener mayor avidez por ciertos
proteoglicanos o quizas los PTD se unen directamente a los constituyentes de la membrana del colesterol que
desencadenan la macropinocitosis. También es posible que el péptido P21 pueda tener una avidez especifica a
ciertas formas de HS-GAG y pueda reconocer los mismos motivos en los PTD.

La unién mediada por P21 de las membranas celulares se ensayé para determinar si podria mejorar la transduccion
de mR mediada por PTD combinando ambos restos en una molécula (Figura 2a). P21-mR-8R se clond, se expreso y
se purificd, y su actividad se comparo con las proteinas solo P21 (denominadas P21-mR) o solo 8R (mR-8R) (Figura
2a). Los datos demostraron que la inclusidon de los restos tanto P21 como 8R experimenta sinergia en la misma
proteina para mejorar significativamente la fluorescencia de todas las lineas celulares ensayadas. (Figura 2b). Es
importante destacar que las células madre pluripotentes de raton y humanas (CGR-8, HUES7 e IPS2) y los
cardiomiocitos (HL1) solo se transdujeron de manera eficiente con la inclusion de la etiqueta P21, y ambas etiquetas
experimentaron sinergia para producir niveles altos de transduccion similares a los observados en otras lineas
celulares (Figura 2c). Estos motivos también se colocaron en tandem en los extremos N- y C-terminal de mRFP (P21
u 8R primero; P21-8R-mR, 8R-P21-mR o mR-P21-8R, mR-8R-P21) o cambiaron sus extremos (es decir, 8R-mR-
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P21) demostrando todas las variantes un comportamiento de sinergia y transduccion celular similares (Figura 10)
como se ve para P21-mR-8R. Ademas, se cambio el 8R por PTD alternativos bien caracterizados (TAT, 8Ky 8RQ;
{El-Andaloussi, 2005 N.° 36}) y mostr6 que estos también experimentaron sinergia con P21 (Figura 11).

Al incubar células con proteina para diferentes tiempos e incluir un periodo de post-cultivo, se podria distinguir de
manera eficiente entre la sefial de fluorescencia producida en la superficie celular con la internalizada (Figura 2d).
Las células demostraron la localizacion de la fluorescencia en la membrana con tiempos de incubacion cortos (1
hora), denominados 1 h. Con esta corta incubacion y un periodo de cultivo posterior (1 hora con un post-cultivo de 5
horas), denominado 1 h-5 h, se observa una transduccion indicadora de fluorescencia intracelular casi exclusiva.
Usando tiempos de incubacion mas largos (6 horas), denominados 6 h, las células presentaron una fuerte
fluorescencia perinuclear puntiforme indicativa de transduccion mediada por endosoma. Este mecanismo de
administracion sinérgica se describe como transduccion mejorada de union a GAG (GET) o, de otro modo,
administracion mediada por el dominio de transduccion potenciada con sulfato de heparan (HETD).

GET requiere la presencia de moléculas de membrana celular sensibles a tripsina y solubles en detergente

Para evaluar el mecanismo de interaccion GET y la captacion por las células, se realizé una serie de experimentos
que se utilizaron previamente para evaluar el PTD. Para evaluar qué componentes de la membrana celular se
requieren tanto para la asociacién celular inicial como para la transduccién por HETD, se determiné si se obtendria
una transduccion similar mediante el agotamiento enzimatico de la membrana celular antes de la transduccion. Las
células se trataron previamente con la enzima proteolitica tripsina y se ensay6 la transduccion celular utilizando el
protocolo del régimen de 1 h-5 h. La eliminaciéon enzimatica de proteinas de la superficie celular inhibio
potentemente la transduccién mediada por GET/HETD (~8,4 veces; p<0,05) (Figura 2e). Por el contrario, la
liberacién no enzimatica de las células del plastico de cultivo utilizando una solucién de disociacion de células
idnicas (CDS) no alter6 la captacion mediada por HETD.

A continuacion, se probo si el agotamiento de las moléculas de membrana celular solubles en detergentes también
tendria un efecto similar en la transduccion. Las células se preincubaron en Triton X-100 al 0,1 % (v/v) y, utilizando el
protocolo de 1 h-5 h, se observé una disminucion (12,2 veces; p<0,05) en GET (Figura 2f) sin una disminucion de la
viabilidad. Por lo tanto, se demostré que los restos solubles tanto en proteinas como en detergentes en la membrana
celular afectan a la eficacia de la transduccion de proteinas a través de la sinergia con P21 y PTD en la transduccion
GET/por HETD.

GET requiere la presencia de HS-GAG de la membrana celular

P21 es un HBD, y los PTD debido a su naturaleza catiénica se unen a HS-GAG cargados negativamente. También
tuvo como objetivo confirmar el mecanismo de la transduccion mediada por GET/HETD mediante el agotamiento
enzimatico de HS-GAG o la competicion con GAG libres (Figura 3). La heparina evité la unién de la superficie celular
de las proteinas HETD e inhibié fuertemente la transduccion (99,8 + 2,1 %; p<0,001) (Figura 3a, b). El sulfato de
condroitina (CS) A, B o C tuvo poco efecto en cualquiera de las actividades (Figura 3b). Se ha demostrado
anteriormente que CS-B y -C afectan a la unién de proteinas del PTD {Wadia, 2004 N.° 25}. Se confirmé que la
heparina, CS-B y -C tienen actividades significativas la inhibicion de la transduccién de proteinas solo PTD (8,1, 2,4
y 4,1 veces, respectivamente; p<0,05), pero que solo la heparina afecté a la GET/transduccion mediada por HETD
(Figura 3b y Figura 12). Las proteinas marcadas con P21 presentan una inhibicion dependiente de la dosis de la
transduccidon con concentraciones crecientes de heparina en las células NIH3t3 y CGR-8 (Figura 3c y d,
respectivamente). La proteina solo 8R se inhibe solo con las dosis mas altas de heparina competente. En el contexto
de la proteina HETD (P21-mR-8R), por lo tanto, es probable que la avidez de P21 para los HS-GAG de membrana
celular sea mucho mayor que la de los CS-GAG para la unién a PTD. Por lo tanto, se puede concluir que la heparina
y los HS-GAG son el objetivo principal del P21 para mejorar la actividad del PTD.

Para comprender mejor el requisito de HS-GAG de membrana celular por la actividad de P21, las células se trataron
con enzima HS-liasa, heparinasa lll y se ensayé la transduccion celular utilizando el protocolo de 6 h (Figura 13). La
eliminacién enzimatica de los HS-GAG de la superficie celular inhibié potentemente la transduccién mediada por
GET/HETD (a 1 U/ml 97,2 + 3,4 %; p<0,001). Por el contrario, el tratamiento con neuraminidasa que agota los GAG
de acido sialico (SA-GAG) no altero la captacion mediada por GET/HETD. El analisis se amplié adicionalmente para
definir el efecto del suero en la transduccion (Figura 13b). Se ha demostrado previamente que el suero tiene un
efecto negativo en la administracion mediada por PTD {Kaplan, 2005 N.° 43}. Al incubar el suero con péptido P21
purificado por afinidad sobre sepharose, se pudo eliminar su efecto inhibitorio sobre la recombinacién mediada por
HETD (10 % v/v, aumento de ~7,3 veces con el agotamiento; p<0,01) (Figura 13c). Esto indica que es probable que
el suero contenga GAG que actien como moléculas competitivas para la uniéon a la membrana P21. Estos pueden
eliminarse mediante agotamiento previo utilizando sepharose unida a P21. Esta actividad inhibitoria podria
reconstituirse mediante la adicion de heparina soluble al suero agotado, reforzando ain mas esta hipétesis (Figura
13d). Ademas del agotamiento enzimatico, el requisito de HS-GAG se confirmé tratando las células con clorato de
sodio, un potente inhibidor de la sintesis de HS que también impidié potentemente la administracién de proteinas
mediada por HETD ((17,6 veces; p<0,05) (Figura 14). Por lo tanto, se demostré que el agotamiento de HS-GAG
afecta especificamente a la eficacia de la transduccion de proteinas y, por lo tanto, los HS-GAG enddgenos son
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moléculas importantes para la administracién de proteinas mediada por GET/HETD. También que los HS-GAG
exogenos son altamente inhibidores para este proceso.

Los HS-GAG tienen una estructura de azicar compleja, que consiste en un esqueleto de disacaridos repetidos de
acido glucuronico (GIcUA) y N-acetilglucosamina (GIcNAc), polimerizados por un complejo heteromérico de enzimas
EXT1/EXT2 {Lawrence, 2008 N.° 51}. Para investigar mas a fondo el papel de los HS-GAG en la transduccion
mediada por GET/HETD, se utilizaron EXT1-/- mESC, que carecen de la membrana celular HS-GAG sintetizada de
manera endodgena {Lin, 2000 N.° 78}. Al cultivarse en medio de mMESC convencional (que contenia FCS al 20 % p/v),
se observo una transduccion significativamente menor en mESC EXT171-/- mESC frente a CGR-8 de tipo silvestre
(16,8 veces; p<0,01) (Figura 3e,f). Esto también fue evidente cuando las células se cultivaron en condiciones sin
suero probablemente debido a la interferencia de GAG libres en FCS (~5,6 veces; p<0,01). La transduccion/GET no
estuvo ausente en las células EXT1-/~ ([19,7 veces sobre los niveles de control de mR) ni fue la unién inicial de las
proteinas que contienen P21. Se planted la hipoétesis de que esto podria deberse a la incorporacion de suero-GAG
solubles exdgenos en la membrana celular deficiente en EXT1-/-. Es probable que, como consecuencia, €l
tratamiento con heparinasa Il inhiba adicionalmente la unién y la transduccion en estas células.

GET genera niveles de proteina intracelular superiores que la transgénesis Lentiviral

Varios estudios han concluido que la transducciéon mediada por PTD es lo suficientemente refinada para permitir el
transporte de cargas biolégicamente activas para estudios clinicos. Estos incluyen ahora ensayos de terapias contra
el cancer {Gump, 2007 N.° 39}, ARNsi {Meade, 2007 N.° 37} y tecnologias de imagen in vivo {Bullok, 2006 N.° 79}.
Ademas de los beneficios de evitar la modificacion gendmica, si la transduccion mediada por PTD debe ser
preferencial a los enfoques de terapia génica, debe lograr la administracion de niveles altos de molécula, ser
susceptible de controlar los niveles de proteina en plazos cortos y también permitir la administracion especifica del
tipo celular. Los niveles alcanzados en las células mediante la administracién de PTD o GET/HETD se compararon
con los logrados mediante una transduccion lentiviral eficiente {Dick, 2011 N.° 10} y la expresion exdégena de mRFP1
(con un promotor EF1a estable impulsado) (Figura 15). Para lograr esto, la proteina soluble se extrajo de las células
transducidas y se midieron las cantidades por fluorometria (Figura 15a), o se usé citometria de flujo (Figura 15b).
Utilizando incubaciones de 6 horas, los niveles de mR-8R fueron varias veces mas bajos (~3 veces; p<0,05) que los
alcanzados por la transgénesis viral incluso en las dosis mas altas probadas (200 pg/ml). Sin embargo, los niveles
de P21-mR-8R en las mismas condiciones fueron ~16 veces mas altos (p<0,001) que las células transgénicas. Es
importante destacar que de la cantidad de proteina P21-mR-8R incubada se recuperd una proporcion significativa
como proteina intracelular soluble (1146 + 3,5 ug/200 pg utilizados; ~23 + 1,7 % de recuperacion). Es importante
tener en cuenta que, en estas condiciones, las células transducidas parecen de color rojo/purpura bajo la luz normal,
lo que demuestra el enriquecimiento eficiente de grandes cantidades de proteinas etiquetadas con HETD/GET en las
células.

La velocidad a la que estas proteinas se concentraron en las células se investigé midiendo el agotamiento de la
fluorescencia en el medio durante el periodo de incubacion (Figura 16). Las proteinas se diluyeron (20 ug/ml) y se
incubaron con células durante 12 horas en condiciones sin suero. Las proteinas marcadas con 8R se agotaron en
~12 % en incubaciones con NIH3t3 y ~3,5 % en incubaciones con HUES?. Esto refleja con precision los datos de
citometria de flujo con proteinas 8R poco transducidas en células HUES7 pero a niveles moderados en células
NIH3t3 (Figura 2). Las proteinas marcadas con P21 se agotaron significativamente en ambos tipos de células
(~37 % y ~25 % en células NIH3t3 y HUES?, respectivamente; p<0,05) con proteinas HETD agotadas del medio a
los niveles mas altos y la mayoria de las proteinas eliminadas (172 y (166 % en células NIH3t3 y HUES7,
respectivamente; p<0,01).

Se determind el tiempo requerido para agotar la mitad de la fluorescencia (T'%), requiriendo P21-mR-8R solo (19,4
horas, en comparaciéon con mR-8R que requirié (162 horas y la proteina no marcada nunca alcanzé la mitad de
agotamiento incluso después de 7 dias (Figura 16). Estos datos son corroborativos con los datos citométricos que
demuestran un enriquecimiento rapido y eficiente de la proteina GET exdgena/proteina HETD en las células. Por lo
tanto, se demostr6 que dentro de un periodo de incubacion relativamente corto (6 horas) se puede lograr una
concentracion de proteinas significativa dentro de las células. En menos de un dia, la mayoria de las proteinas
extracelulares se han internalizado de manera eficaz utilizando la administracién GET. Este sistema sera susceptible
de una regulacion precisa de la estequiometria de proteinas, evitando al mismo tiempo la variacion de la expresion
del transgén estocastico y el silenciamiento de los vectores de integracion utilizados en los enfoques de terapia
génica.

GET mejora la modificacion genémica mediada por Cre

Se determind que los HETD se unen rapidamente a las membranas celulares a través de los HS-GAG y se
transducen de manera eficiente en las células, pero aln no se habia confirmado si el modo de captacién era a través
de macropinocitosis como en los PTD. Ademas, no se evalué qué proporcidon de esta proteina escapé de los
endosomas y puede considerarse que se administré con éxito. Los estudios anteriores han evitado los problemas
asociados con la medicién directa de proteinas marcadas con fluorescencia (tal como la incapacidad para distinguir
la membrana, la vesicula o la proteina citosélica/nuclear funcional) al evaluar la actividad nuclear exitosa de la
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recombinasa Cre {Gump, 2010 N.° 2}. Este sistema se us6 para medir la recombinacion mediada por Cre de un gen
indicador de proteina verde fluorescente mejorada (eGFP) loxP-STOP-loxP (LSL) en células de fibroblastos de raton
NIH3t3 vivas (NIH3t3: células LSL-eGFP) como un indicador de la captacion celular (Figura 4a). Este sistema es
riguroso, ya que la activacion de la fluorescencia verde requiere que la proteina Cre exdgena entre en la célula, se
someta a una translocacion nuclear y extirpe el fragmento LSL del transgén. Esto debe ocurrir en células vivas y no
ser toxico para la expresion posterior de eGFP. Sin embargo, este proceso requiere que solo se administre una
molécula funcional de recombinasa Cre para activar eGFP, por lo que no permite la determinacion de la cantidad
precisa de carga administrada. Para superar este problema, las proteinas Cre se administraron a diluciones
limitantes durante un tiempo de exposicion corto (1 hora) y se determiné la dosis minima requerida para activar la
fluorescencia verde después de 48 horas (Figura 4c).

Transduccion de NIH3t3: Las células LSL-eGFP con lentivirus SIN Cre para sobreexpresar Cre transgénicamente
condujo a una activacion casi completa (92 + 6 %; p<0,001) de la expresion de eGFP en todas las células, lo que
confirma la utilidad de este sistema (Figura 4b). Los beneficios del sistema de fluorescencia y las versiones
fluorescentes administradas de la proteina Cre-recombinasa se conservaron mediante la purificaciéon de proteinas
con mRFP1 clonado en el extremo N-terminal del ADNc de Cre. Tratamiento de NIH3t3: Las células LSL-eGFP con
mR-Cre (mRFP fusionado a Cre) dieron como resultado la recombinacion y la activacion de eGFP (22,1 £ 6,7 %;
p<0,05) a las dosis mas altas (500 ug/ml) (Figura 4d). La activacion de eGFP se inhibié a 4 °C y se vio afectada
negativamente por la concentracion del suero de forma dependiente. mR-Cre-8R demostré que el 8R PTD mejord la
administracion funcional de Cre (122 veces; p<0,01).

La proteina GET/proteina HETD, P21-mR-Cre-8R, requirié tan solo un minuto de incubacién con células a una dosis
baja (1 pg/ml) para provocar la recombinacion (4,3 + 2,5 %; p<0,05) confirmando que la unién y la internalizacion es
un proceso eficiente y rapido. Para una dosis moderada (10 pyg/ml), la GET/transduccion mediada por HETD logro
una administracion funcional de ~15 veces (p<0,01) por encima de los niveles de PTD solo y recombind
completamente todas las células NIH3t3: LSL-eGFP (Figura 4d,e). Es importante destacar que esta actividad fue
(1340 veces mejor que mR-Cre (p<0,001). Se repitieron los experimentos con heparinasa lll, heparina libre y sin
suero utilizando el sistema de recombinaciéon Cre. Se confirmé que el pretratamiento con heparinasa Ill reducia la
recombinacion a niveles basales y que el suero del medio desempefia un papel en la reposicion de GAG de la
membrana celular agotados por la heparinasa. En general, estos datos se correlacionan bien con las conclusiones
de administracion de fluorescencia y muestran una sinergia entre los restos P21 y PTD para lograr aumentos
significativos en la transduccion funcional de la carga de proteinas.

La proteina GET entre en las células mediante la macropinocitosis de balsas lipidicas

Previamente, se ha demostrado que la internalizacién mediada por PTD es a través de macropinocitosis en lugar de
otras vias endociticas {Wadia, 2004 N.° 25}. A continuacién, se determind si la captacion celular de proteinas
GET/proteinas HETD se produce a través de una via endocitica especifica que emplea el sistema de ensayo de Cre.
La eliminacion del colesterol de la membrana plasmatica celular altera varias vias endociticas mediadas por balsas
lipidicas, incluyendo caveolas y la macropinocitosis {Anderson, 1998 N.° 29; Nichols, 2001 N.° 30; Liu, 2002 N.° 28}.
Las células NIH3t3:LSL-eGFP tratadas con metil-B-ciclodextrina y nistatina se usaron para reducir o secuestrar el
colesterol, respectivamente, y después transdujeron proteinas marcadas con HETD. Tanto la alteracién de metil-B-
ciclodextrina (Figura 17a) como de nistatina (Figura 17b) de las balsas lipidicas dieron como resultado una inhibicién
de la administraciéon funcional dependiente de la dosis. Estos datos demuestran que la transduccion mediada por
GET/HETD requiere especificamente endocitosis mediada por balsas lipidicas.

La macropinocitosis es una forma rapida dependiendo de las balsas lipidicas e independiente del receptor de la
endocitosis que requiere protuberancias de la membrana de actina que se envuelven en vesiculas denominadas
macropinosomas {Nichols, 2001 N.° 30; Liu, 2002 N.° 28; Conner, 2003 N.° 22}. Para confirmar que la
macropinocitosis era de hecho, el mecanismo endocitico de la transduccién mediada por HETD, las células se
pretrataron con compuestos que inhiben la macropinocitosis (Figura 11a,b). La amilorida es un inhibidor especifico
del intercambio de Na*/H* requerido para la macropinocitosis {West, 1989 N.° 31}. La citocalasina D es un inhibidor
del alargamiento de la F-actina que se requiere para las protuberancias de la membrana unidas a macropinosomas
{Sampath, 1991 N.° 32}. La amilorida y la citocalasina D no alteraron la unién celular de las proteinas HETD, pero
dieron como resultado una reduccién dependiente de la dosis de la transduccion funcional en las células (Figura 17¢c
y 17d, respectivamente). Estos datos confirman que P21 mejora la ruta macropinocitica utilizada por PTD para
internalizar moléculas de carga.

La administracion por GET promueve la macropinocitosis general

Se investigaron los efectos de la unién a GET/unién a HETD sobre la induccién de macropinocitosis. Se ha
demostrado anteriormente que la transducciéon mediada por PTD promueve la captaciéon de otras proteinas mediante
un aumento en el nivel general de macropinocitosis {Wadia, 2004 N.° 25}. Las células se incubaron con un productor
de macropinocitosis en fase fluida fluorescente, dextrano neutro de 70 kDa marcado con FITC, en combinacién con
la proteina GET/HETD, P21-mR-8R (Figura 18). Otros estudios {Oliver, 1984 N.° 24; Araki, 1996 N.° 23; Wadia, 2004
N.° 25} han demostrado que los dextranos neutros son absorbidos por macropinocitosis sensible a amilorida. P21-
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mR-8R indujo un aumento significativo dependiente de la dosis en la captacion de dextrano en fase liquida sobre los
niveles de control en estado estable. Se comparé la actividad marcada con PTD frente a la actividad marcada con
GET/HETD para estimular esta macropinocitosis. P21-mR-8R mejoré la captacion de FITC-dextrano (12,5 veces
(p<0,05) sobre la estimulacion alcanzada por la misma concentracion de mR-8R que demuestra que el acoplamiento
con HS-GAG a través de P21 y su efecto posterior en la transduccion mediada por PTD estimula la captacion
macropinocitica.

Las cantidades significativas de proteina administrada por GET se atrapan en los endosomas que pueden
liberarse eficientemente con cloroquina

La mayoria de las moléculas administradas por PTD permanecen atrapadas en macropinosomas incluso después de
una incubacion adicional, lo que indica que la liberacién de estas vesiculas es ineficiente. Si las cantidades de
administracion ajustadas y graduadas se controlan, entonces seria beneficioso si la mayoria de las proteinas
internalizadas se consideraran funcionales. Las células se trataron con cloroquina, un inhibidor de la ATPasa de
transporte de iones que altera los endosomas al prevenir su acidificacion {Seglen, 1979 N.° 33} (Figura 17¢). Se ha
demostrado que dosis similares mejoran significativamente la administracion funcional de proteinas administradas
por PTD {Wadia, 2004 N.° 25}. Las dosis subcitotdxicas de cloroquina (100 uM) dieron como resultado un aumento
marcado (95,3 + 4,8 veces; p<0,001) en la administracion de proteinas marcada con HETD/por GET funcional a una
dosis por debajo del umbral (0,1 pg/ml), lo que indica que este punto en la ruta sigue siendo un problema importante
que debe resolverse para la aplicacion medicinal de GET/HETD. Sin embargo, el sistema de administracion por
GET/administraciéon por HETD fue tan eficiente que con el tratamiento con cloroquina se obtuvieron niveles
significativos y medibles de recombinacion (4,8 + 2,9 %; p<0,05) con incubaciones cortas (1 hora) de >10 pg/mi
(Figura 17f). La combinacion de la eficiencia de la administracion por GET/HETD con tecnologias de escape
endosémico puede permitir, por lo tanto, cantidades precisas y temporalmente controladas de la funcién de carga en
las células.

La internalizacion mediada por GET es eficiente después de la asociacion de la membrana celular

Incluso para las incubaciones que utilizan pequefias cantidades de proteina GET se observaron cantidades
funcionales de la actividad de proteina dentro de las células. Sin embargo, para demostrar de manera categoérica y
rigurosa que la mayoria de las proteinas GET, de hecho, se internalizaron de manera eficiente, se realizé una serie
de analisis utilizando indicadores que responden a su localizacion celular o extracelular. Se utilizo HALO (Halo™9),
que es una proteina de autoetiquetado derivada de DhaA?®. HALO forma rapidamente una unidon covalente a
ligandos sintéticos a base de cloroalcano; habiendo disponibles ligandos permeables e impermeables a las células.
El etiquetado intraverso extracelular de HALO se confirmo utilizando la sobreexpresion transgénica de HALO sin
etiquetar (para intracelular) y LAMP2b-HALO que se presenta en la membrana celular externa (para extracelular) y el
etiquetado con ligandos permeables (HALO™ Oregon Green) o impermeables (HALO™® Alexafluor*®) a las células
(Figura 20). Las proteinas GET-HALO se construyeron y expresaron de forma recombinante (Figura 21a) y se
administraron a las células para probar la internalizacion por sensibilidad al etiquetado con el ligando impermeable a
las células. Una hora de incubacién demostré que las proteinas GET permanecian principalmente localizadas
extracelularmente y unidas a la membrana celular (Figura 21b). Sin embargo, con una incubacién adicional (1 h de
exposicién con 5 h de incubacion adicional; 1 h-5 h), la proteina GET (P21-HALO-8R) se internaliza de manera
eficaz (sensible a ligando permeable a las células pero insensible a ligando impermeable) (Figura 21c). Estos
experimentos se repitieron utilizando la variante mNectarine (mNect) de RFP, que es sensible al pH y pierde casi
toda la fluorescencia en los entornos <pH6 3° (Figura 22). De acuerdo con la transduccion con HALO, mNect se
mantuvo principalmente en la membrana localizada después de 1 h y su fluorescencia es sensible a la incubacion
del medio a pH acido (pH 5,5) (Figura 22 d). Después de la incubacion adicional posterior a la administracion (1 h-5
h), la fluorescencia GET-mNect ya no era sensible al pH extracelular (Figura 22e); sin embargo, de manera
interesante, los niveles absolutos de fluorescencia disminuyeron significativamente en comparacion con GET-mR,
probablemente debido al cambio de pH interno que la proteina esta experimentando durante la acidificacion
endosomica’. Estos datos demuestran que la asociacion de las membranas de proteina GET es rapida y la
transduccion es eficaz después de la union celular. Se planted la hipétesis de que el aclaramiento de la membrana
de la proteina GET podria ser una etapa limitante de la velocidad en el proceso de administracion y esto se probd
realizando multiples transducciones (1 h) de GET-mR que varian el tiempo entre las transducciones (Figura 23a). De
hecho, la retransduccion directamente después de la transduccion inicial disminuye la eficacia de la segunda
transduccion, sin embargo, se requiere tan poco como 1 h entre nuevas transducciones para obtener una eficiencia
maxima de la retransduccion (Figura 23b).

La administracion por GET promueve la supervivencia por la resistencia a la seleccion de antibiéticos
conferida por NEO

El sistema GET/HETD parecia ser capaz de administrar cantidades significativas de molécula de varios 6rdenes de
magnitud mejor que la proteina no marcada. A continuacion, se buscé probar si el sistema podia ofrecer una
actividad proteica prolongada y se disefid un sistema para intentar proporcionar resistencia a las células bajo la
seleccion de antibidticos (Figura 5). Se cree que este es un ensayo mas reflexivo de la administracion sostenida y la
funcion de las cargas GET/HETD que se requeririan para la traduccion clinica. A diferencia de lo basado en Cre, que
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requiere que se entregue una sola enzima una vez en las células para que la eGFP se indique como "éxito", el
ensayo a base de NEO requiere una administracion sostenida durante varios dias y cantidades significativas para
anular la actividad del antibidtico. Sulfato de G-418 (Geneticina), un antibiético aminoglucésido, que bloquea la
sintesis de polipéptidos al inhibir el alargamiento de la cadena {Eustice, 1984 N.° 69}.

Para ensayar esto, tanto las células MEF como las NIH3t3 se sometieron a un protocolo de seleccion en el que las
células se sembraron y se sometieron a tres dias consecutivos de transduccién con una carga NEO por GET/HETD,
P21-mR-NEO-8R. Las células se volvieron a colocar en placas y se seleccionaron simultdneamente con G-418 y la
transduccion de NEO por GET/HETD en curso durante tres dias adicionales (Figura 5a). Después de la seleccion,
estos cultivos se evaluaron para determinar el nimero de células restantes, la viabilidad con exclusién de azul de
tripano, y se tifieron utilizando calceina AM/homodimero de etidio 1 para marcar las células LIVE/DEAD,
respectivamente. Estas se compararon con las células procesadas bajo el mismo régimen, pero se transdujeron con
un lentivirus que expresa NEO, SIN NEO, que representa el enfoque transgénico convencional para conferir
resistencia a G-418.

Estos datos revelaron una supervivencia dependiente de la dosis de células seleccionadas con P21-mR-NEO-8R
transducida (Figura 5b). Esta supervivencia fue comparable a la conferida transgénicamente por la integracion de
SIN NEO (supervivencia [13,6 veces mejor; p<0,05) cuando se administré P21-mR-NEO-8R a dosis altas con dosis
mas bajas de G-418 (supervivencia (13,3 veces mejor; p<0,05) (Figura 5c-e). Las dosis mas altas de G-418 solo
podrian negarse por la transgénesis de SIN NEO. Tomados en conjunto, estos experimentos proporcionan una
prueba del principio de que la proteina administrada por GET/HETD puede proporcionar una administracion
sostenida de cantidades significativas de molécula y puede promover la supervivencia de células de mamifero bajo
una seleccion de antibidticos estricta.

La administracion por GET de NANOG promueve la auto-renovacion de la pluripotencia

Si esta tecnologia se adopta para aplicaciones clinicas, entonces es importante demostrar su uso para alterar el
destino celular, asi como controlar el metabolismo celular. Una aplicacién potencialmente importante de esta
tecnologia seria la conduccioén de la reprogramacion, la auto-renovacion y la diferenciacion de las células madre. La
tecnologia iPSC se ha desarrollado rapidamente para permitir tecnologias basadas en ADN no integrador del
genoma {Yu, 2011 N.° 91}, ARN {Warren, 2010 N.° 4} y en proteinas {Kim, 2009 N.° 71; Zhou, 2009 N.° 72} para
reemplazar los protocolos retrovirales originales {Takahashi, 2007 N.° 82}. Como ya se ha demostrado la
reprogramacion mediada por la administracion por PTD, se intenté demostrar que la administracién por HETD era
traducible para promover el destino de las células pluripotentes {Kim, 2009 N.° 71; Zhou, 2009 N.° 72} (Figura 6).

Para ensayar esta hipotesis, se emplearon CGR-8 mESC para determinar si la administracién por mediada por
GET/HETD puede sostener su fenotipo de auto-renovacion pluripotente con la retirada del factor inhibidor de la
leucemia (LIF). Se administraron cargas NANOG por GET/HETD en un ensayo {Dixon, 2010 N.° 16} similar al
utilizado para aislar inicialmente el papel de Nanog en mESC {Chambers, 2003 N.° 70}. Las células CGR-8 se
colocaron en placas sobre plastico gelatinizado y se sometieron a tres dias consecutivos de transduccion con una
carga NANOG por GET/HETD, P21-mR-NANOG-8R, se pasaron y tres pases adicionales (tres dias por pase)
continuando la transduccion diaria en condiciones que carecen de LIF (Figura 6a). Estos cultivos se evaluaron en
cada pase para determinar el nimero de células y después del tercer pasaje deficiente en LIF, se evaluaron para
determinar el cambio morfolégico, la actividad de la fosfatasa alcalina (AP) y mediante QPCR para determinar la
expresion génica asociada a la pluripotencia y la diferenciacion (Oct4, Rex1 y Fgf5, respectivamente). Estos se
compararon con células transducidas con lentivirus que expresan N4NOG, SIN NANOG, que se ha demostrado
previamente que rescatan la auto-renovacion de células CGR-8 en el mismo ensayo {Dixon, 2010 N.° 16}.

Estos datos revelaron que P21-mR-NANOG-8R rescat6 la actividad de AP en numeros significativos de CGR-8
incluso con dosis relativamente bajas (5-10 pyg/ml) (Figura 6b). La actividad de AP en las muestras de dosis altas de
P21-mR-NANOG-8R fue similar a la lograda por el producto transgénico SIN NANOG. Los productos transgénicos y
las células CGR-8 transducidas con P21-mR-NANOG-8R a dosis alta proliferaron a un nivel similar en cultivos
deficientes en LIF ([187,6 veces mas; p<0,001) (Figura 6c) y también conservaron la expresion de Oct4 a nivel
similar (aunque inferior a los cultivos que contienen LIF), indicativo de retencién de pluripotencia (ambos p<0,05)
(Figura 6d). Como se ha observado previamente, las células rescatadas por los métodos tanto de ADN como de
proteinas regularon positivamente la expresion de Fgf5 y regularon negativamente la expresion de Rex7, lo que
indica un fenotipo de transicion de ICM a epiblasto {Dixon, 2010 N.° 16}. Estos experimentos proporcionan una
demostracion de que la proteina administrada por GET/HETD puede prevenir la diferenciacion y retener el fenotipo
pluripotente que después se puede aplicar a la tecnologia iPSC.

La administracion por GET de MYOD impulsa la miogénesis
Para cumplir la promesa de la tecnologia iPSC para la medicina regenerativa o el modelado de enfermedades, es
imperativo que se aproveche el potencial de diferenciacion multilinaje de las células pluripotentes {Robinton, 2012

N.° 30}. Aunque se ha avanzado en la direccion de la diferenciacion de estas células a diversos linajes mediante la
modulacion del medio de citocinas extracelulares, dichos protocolos siguen siendo relativamente ineficientes. Dada
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la alta eficiencia de la administracién de carga mediada por PTD funcional mediante la mejora de P21, se razon6 que
la tecnologia GET/HETD también podria utilizarse para redirigir las células pluripotentes hacia destinos celulares
diferenciados mas alla de lo ya descrito para la transduccion de factores de transcripcion {Do Kwon, 2005 N.° 74;
Hidema, 2012 N.° 75; Liang, 2013 N.° 73}.

Para esto, se us6 la administracion del factor miogénico MYOD eficaz {Bichsel, 2013 N.° 92} para impulsar la
especificacion del musculo esquelético (Figura 7). Para ensayar esta hipdtesis, se disefidé un protocolo de
diferenciacion in vitro en el que las células HUES7 se colocaron en placas de gelatina y se retiré el medio
convencional. En estas condiciones, las células se sometieron a siete dias consecutivos de transduccién con una
carga de MYOD por GET/HETD, P21-mR-MYOD-8R, seguido de tres dias adicionales de cultivo en condiciones con
bajas concentraciones de suero de caballo (Figura 7a). Estos cultivos se evaluaron para determinar el cambio
morfolégico, se inmunotifieron para el marcador miogénico MIOGENINA, se evaluaron para determinar la
multinucleacion ligada a midgeno mediante tincion con DAPI y por QPCR para la expresién génica miogénica
(MYOD y ACTA1 enddgenas). Estas se compararon con las células procesadas bajo el mismo régimen, pero se
transdujeron con un lentivirus que expresa MYOD, SIN MYOD.

Estos datos revelaron un alto porcentaje de grandes miotubos positivos a MIOGENINA multinucleados (62,1 £ 8,9 %;
p<0,01) (Figura 7b-f) que tenian una expresion de MYOD y ACTA1 elevada (p<0,01 y <0,05, respectivamente)
(Figura 7c). Esto fue comparable a la diferenciacion observada en el producto transgénico SIN MYOD cuando P21-
mR-MYOD-8R se administré en dosis altas. Tomados en conjunto, estos experimentos proporcionan una prueba del
principio de que la proteina administrada por GET/HETD puede dirigir el destino de las células HUES7 a un tipo de
célula somatica diferenciada terminalmente.

Discusion

Al combinar un dominio de transduccion de proteinas (PTD) con un péptido de unién a la membrana celular, tal
como un péptido de unién a HS-GAG (HBD), para mejorar el direccionamiento de la membrana celular, se ha
desarrollado una tecnologia que permite una administracion altamente eficiente de proteinas funcionalmente
relevantes para dirigir una diversidad de comportamientos celulares, incluso en tipos celulares dificiles de transducir.
Se demostrd que el sistema GET/HETD puede aprovecharse para promover la supervivencia, la auto-renovacion o
dirigir la diferenciacion de las células pluripotentes hacia un linaje deseado. Este sistema no es técnicamente
complejo, como para los sistemas de ARN modificado {Warren, 2010 N.° 4}, y ofrece varias ventajas clave sobre las
técnicas establecidas para administrar la funcién exdgena de un gen o proteina. Ademas, al obviar la contencion
bioldgica estricta requerida para los enfoques de terapia génica viral, la tecnologia de transduccion de proteinas
impulsada por GET/HETD deberia hacer que dichos enfoques sean mas accesibles.

Mas fundamentalmente, debido a que la tecnologia esta basada en proteinas, elimina completamente el riesgo de
integracion genomica y la mutagénesis de insercion inherente a todas las metodologias a base de ADN {Gump, 2007
N.° 39}. Ademas, si se puede mejorar el escape endosodmico, este enfoque permitira que la estequiometria de las
proteinas se regule estrechamente en los cultivos. Esto evitara la variacion estocastica en la expresion tipica de los
vectores de integracion, asi como los efectos incontrolables del silenciamiento viral. La tecnologia GET/HETD
también puede aplicarse directamente a las tecnologias de reprogramacion. Dado el caracter gradual de los cambios
fenotipicos observados durante la induccion de la pluripotencia {Chan, 2009 N.° 63; Smith, 2009 N.° 64} y para los
protocolos de diferenciacion dirigida {Burridge, 2011 N.° 81}, parece probable que los factores de transcripcion
individuales desempefien roles distintos para cada etapa.

El potencial sin precedentes para el control temporal sobre la funcidn del factor individual que ofrece la tecnologia
GET/HETD deberia permitir probar estas variables para mejorar la eficiencia y la cinética del control del destino
celular.

El caracter transitorio y no mutagénico de la transduccion a base de proteinas también podria ofrecer importantes
beneficios clinicos ademas de los investigados aqui. De hecho, el uso de la transduccion de proteinas para expresar
antigenos de cancer o patégenos para la inmunoterapia {Rabinovich, 2009 N.° 67} puede beneficiarse de las
propiedades no inmunogénicas de la transduccion de proteinas.

La mayoria de las proteinas administradas pueden quedar atrapadas en el interior del endosoma. El campo del PTD
se centrd en los aspectos mecanicistas de TAT vy ofras interacciones de PTD y el escape de los macropinocitomas
con el objetivo de mejorar la liberacion de carga de las vesiculas {Heitz, 2009 N.° 42}. El problema se abord6 desde
otro angulo con el objetivo de administrar proteinas mas alla de lo que se puede lograr con los PTD y su avidez
hacia la superficie celular.

Estudios previos que administraron TAT-Cre sugirieron que la etapa limitante de la velocidad para la administracion
eficaz mediada por PTD de una carga funcional es el escape de macropinosomas, sin embargo, estos datos
sugieren que aunque este proceso de escape finalmente controlara si los PTD se usan con éxito para tratar una
enfermedad {Sugita, 2007 N.° 80}, que el propio proceso de transduccién por PTD no es el mas eficiente lo que éste
podria ser fisiolégicamente. La transduccion mediada por GET/HETD descrita aqui mejora los sistemas actuales en
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hasta tres 6rdenes de magnitud para las células dificiles de transducir. La unién con el escape de vesiculas con el
sistema GET/HETD sera un desarrollo significativo. Como prueba de concepto, esto se demostré mediante el uso
del disruptor endosdmico general, la cloroquina. Al disminuir la integridad del macropinocitoma durante la
transduccion GET/HETD se demostré la administracion de proteinas utilizando concentraciones en pg/ml (Figura
171).

La presente comprensién de la administraciéon mediada por PTD consiste en la hipétesis de que un bosque denso de
GAG proporciona la membrana celular con una carga negativa ubicua a los que se une el PTD {Gump, 2007 N.° 39}.
El cambio en la carga afecta a esta unioén, pero es independiente de la capacidad de los PTD para transducir células
o inducir la captacién macropinocitica. La GET/HETD ha creado de manera eficaz una version mas exagerada de
este fendmeno con proteinas marcadas que se unen con mayor avidez a las membranas celulares y promueven la
transduccién exitosa mediada por un PTD. Los HBD alternativos funcionan de manera similar a P21 con diferentes
eficacias y actividades de tipo celular, dependiendo de su fuente de aislamiento. El reemplazo de 8R ha demostrado
que se pueden emplear otros PTD (TAT, 8K, 8RQ) en una GET/HETD exitosa (Figura 11).

Se sabe que los GAG, tales como los HS-GAG, tienen diversas funciones biologicas y estan ampliamente
involucrados en muchos procesos fisiolégicos y patolégicos, tal como la coagulacion de la sangre y las respuestas
inflamatorias {Lortat-Jacob, 2002 N.° 53; Varki, 2008 N.° 52} a través de interacciones con una diversidad de
proteinas que incluyen factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas {Sasisekharan, 2006 N.° 55; Gandhi, 2008
N.° 54}. Las interacciones dependen de la composicion de disacaridos y los patrones de los GAG, que desempefian
un papel significativo en la regulaciéon de diversos procesos bioldgicos. La heterogeneidad de los HS-GAG esta
determinada por los patrones de expresion de una diversidad de genes ligados y multiples enzimas de edicion de
HS-GAG en diferentes afecciones patoldgicas {Lindahl, 1998 N.° 56; Nakato, 2002 N.° 57; Sasisekharan, 2002 N.°
60; Bengtsson, 2003 N.° 59; Gesslbauer, 2007 N.° 58}. Se ha informado que los procesos inflamatorios y
enfermedades tales como mucopolisacaridosis, osteoartritis y cancer de mieloma, se correlacionan con las
diferentes estructuras de disacaridos de los GAG. Por lo tanto, la evaluacién de las variaciones (es decir, la
presencia y la cantidad) de GAG tiene un gran potencial para el diagnéstico y prondstico de enfermedades.

El descubrimiento de que la promocioén de la interaccion con GAG mejora significativamente la eficiencia de la carga
macromolecular marcada con PTD biolégicamente activa, abrira nuevas vias para el tratamiento y la investigacion
experimental de la enfermedad.

Procedimientos generales
Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

Se obtuvo ADNc para mRFP1 (mR) como un donativo del Prof. R. Y. Tsien (University of California, EE.UU.)
{Campbell, 2002 N.° 12}. Se sintetizaron ADNc 8R, TAT, 8K, 8RQ, P21, Cre, NANOG, MYOD y NEO de novo
(Eurofins MWG Operon). Los ADNc se clonaron en el vector de expresion pGEX6-PI (Novagen) para crear fusiones
en marco y se expresaron proteinas en Escherichia coli BL21 (DE21) pLysS (Novagen). Se indujeron cultivos de LB
que crecian exponencialmente (DOgoo = 0,4) agitados a 220 rpm a 37 °C usando IPTG 1 mM durante 24 horas a
25 °C. Los sedimentos bacterianos se lisaron y se sometieron a sonicacién (7 amplitudes, 1 minuto, 5 veces) en un
tampon de extraccion STE 1x (Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM que contenia DTT 1 mM, 0,2 mg/ml
de lisozima, y un coéctel de inhibidor de proteasas 1x). La proteina insoluble se recuperé utilizando el kit de
solubilizacion y renaturalizacion de cuerpos de inclusion Rapid GST (AKR-110; Cell Biolabs, Inc., San Diego, CA).
Las proteinas recombinantes se purificaron mediante cromatografia de afinidad utilizando resina de glutation-
Sepharose (GE Healthcare). Se eliminaron las etiquetas GST y se eluyeron de la resina mediante la escision de la
proteasa PreScission™ (GE healthcare) en un tampon de escision 1x (Tris-HCI 50 mM, pH 7,0, NaCl 150 mM, EDTA
1mMy DTT 1 mM). La concentraciéon de proteinas se determind utilizando un ensayo de proteina a base de BCA
(BioRad) con absorbancia medida a 595 nm utilizando proteina mR recombinante como patrén. La integridad y la
expresion de proteinas de longitud completa se confirmaron mediante SDS-PAGE. La fluorescencia de las proteinas
recombinantes (excitaciéon: 584 nm; emision: 607 nm) se determind con todas las preparaciones <10 % de diferencia
de intensidad entre muestras (fluorescencia/ug). Los estandares y las muestras se analizaron utilizando el lector
multimodo TECAN infinite 200PRO. Las alicuotas se almacenaron a -80 °C.

Cultivo celular

Las células de fibroblastos de ratéon NIH3T3, células de rindn embrionario humano HEK293T, células de mioblasto
de raton C2C12, células madre mesenquimales humanas inmortalizadas con iHMSC (creadas como se describe
{Okamoto, 2002 N.° 8}) y fibroblastos embrionarios murinos MEF (cosechados como se describe {Anderson, 2007
N.° 9}) se mantuvieron en DMEM con medio de suero fetal bovino (FCS; Sigma) al 10 % (v/v) complementado con L-
glutamina 2 mM, 100 unidades/ml de penicilina y 100 pyg/ml de estreptomicina). Las células madre embrionarias de
raton CGR-8 (mESC) y las EXT1-/- mESC (una donacién del Dr. DE Wells, University of Houston, EE.UU.; {Lin, 2000
N.° 78}) se mantuvieron en DMEM, FCS al 20 % (v/v), 1000 unidades/ml de factor inhibidor de leucemia (LIF),
aminoacidos no esenciales, B-mecaptoetanol 100 uM (Sigma), L-glutamina 2 mM, 100 unidades/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina). Las células de cardiomiocitos de raton HL1 se mantuvieron como se describe
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{Claycomb, 1998 N.° 7}. Se cultivaron células madre pluripotentes embrionarias humanas HUES7 en inducidas IPS2
como se describe previamente {Dick, 2011 N.° 10}. Los fibroblastos humanos HUES7fib derivados de células HUES7
se generaron y se cultivaron como se describe previamente {Dick, 2011 N.° 10}. Todas las células se cultivaron a
37 °C en COz al 5 %.

Citometria de Flujo y Microscopia

Para la citometria de flujo, las células se tripsinizaron (a menos que se indique otra cosa), se fijaron en PFA al 4 %
(p/v), se resuspendieron en PBS (pH 7,5) y se analizaron en un citémetro de flujo MoFlo™ DP (DAKO) utilizando un
laser verde a 488 nm. (50.000 células; activadas en células vivas por dispersion directa/lateral). La fluorescencia
media se us6 para determinar los analisis estadisticos con el fondo de las células no marcadas/transducidas
sustraidas, y los valores se tomaron como relaciones con respecto al control experimental. Los datos mostrados son
tres experimentos de muestras por triplicado. Para microscopia, los cultivos se aclararon dos veces con PBS y se
tomaron imagenes con un microscopio de fluorescencia invertida (Nikon Eclipse TS100).

Ensayo de administracion de fluorescencia

Para ensayar multiples lineas celulares, se colocaron en placas 2 x 10° células/pocillo (en placas de 12 pocillos)
sobre la superficie relevante para la linea celular ensayada, se unieron células durante 2 horas y se transdujeron con
proteinas recombinantes en medio de crecimiento especifico de tipo celular. Después de la transduccion, las células
se lavaron con PBS, se tripsinizaron y se fijaron en PFA al 4 % para citometria de flujo. Para la localizacion de la
membrana, la localizacién intracelular o ambas, se colocaron en placas las células como anteriormente, pero los
cultivos se incubaron previamente en medio sin suero durante 1 hora antes de la transduccion. La localizacién de la
membrana para evaluar la interaccion celular se logré mediante una breve transduccion de 1 hora en medio sin
suero. La localizacion intracelular para evaluar la eficiencia de la transduccién se logré mediante una transduccion
corta de 1 hora, seguida de una incubacién de 5 horas en medio sin suero solamente. La asociacion celular
(membrana y niveles intracelulares) se evalué mediante la transduccién de las células durante 6 horas en medio sin
suero. Para citometria de flujo, las células se tripsinizaron, se lavaron y se fijaron en PFA al 4 % y para la
microscopia se tomaron imagenes de las células vivas después del lavado en PBS. Para el agotamiento de la
tripsina de las proteinas de superficie celular, las células se trataron con tripsina/EDTA (Invitrogen) o una solucién de
disociacion celular a base de EDTA (CDS) (Sigma) durante 15 minutos a 37 °C, seguido de lavados con PBS e
inhibidor de la tripsina de soja 1x (10 mg/ml en PBS; Sigma). Después, las células se trataron con proteinas durante
1 hora a 37 °C en medio sin suero. Para el agotamiento del detergente de las membranas celulares, las células se
trataron con PBS (pH 7,5) que contenia Triton-X100 (Tx100) al 0,1 % (v/v) durante 10 minutos a 37 °C, seguido de
lavados con PBS. Después, las células se trataron con proteinas durante 1 hora a 37 °C en medio sin suero. Para el
tratamiento con GAG, las células se trataron previamente con GAG en DMEM sin suero antes de la transduccion y
se incluyeron en el medio de transduccion. Esto incluia heparina y sulfato de condroitina A, B y C (0-50 pg/ml).

Analisis de proteina administradas en total

Se colocaron en placas 5 x 108 células NIH3t3 (en matraces T25), las células se preincubaron en DMEM sin suero
durante 1 hora, y se transdujeron con mR-8R o P21-mR-8R (0-200 pyg/ml; 1 ml de volumen) en DMEM sin suero
durante 6 horas. Se utilizaron células NIH3t3 transducidas con lentivirus SIN-mR como control para los niveles
alcanzados por los sistemas transgénicos {Dixon, 2011 N.° 15; Dick, 2011 N.° 10}. Las células se recogieron
mediante tripsinizacioén, se fijaron en PFA al 4 % para citometria de flujo o se lavaron varias veces en PBS frio con
proteina soluble extraida en tampoén de HKM frio (HEPES 20 mM, pH 7,5, KCI 5 mM, MgCl; 0,5 mM y DTT 0,5 mM
con un coctel de inhibidor de proteasa libre de EDTA completo 1x) para fluorometria {Medina, 2000 N.° 14}. Los
extractos se sometieron por sonicacion, se centrifugaron y se afiadié NaCl para producir una concentracion final de
100 mM antes de los analisis. Se us6 fluorometria para comparar extractos solubles con proteina mRFP purificada
diluida en tampén HKM con NaCl 100 mM como patrones. La citometria de flujo se utilizé para evaluar la proteina
total administrada en células intactas.

Evaluacion de agotamiento del medio

2 x 108 células NIH3t3 o HUES7 HESC se colocaron en placas (en placas de 6 pocillos), se preincubaron células en
DMEM sin suero durante 1 hora, y se transdujeron con proteinas recombinantes (20 uyg/ml; 1 ml de volumen) en
DMEM sin suero durante 12 horas. El medio se recogi6 y se utilizé fluorometria para comparar la fluorescencia
restante en los versos de medio que antes de la incubacion celular. La fluorescencia de la preincubacion del medio
se asigné como unidades de fluorescencia al 100 % y se resto el fondo del medio sin suero.

Ensayo de unién a heparina, tratamiento con heparinasa y agotamiento de las moléculas de unién a P21 del
suero

Para la actividad de unién a heparina, se incubé 1 ml de proteinas recombinantes (20 pg/ml) en DMEM con 50 pl de

perlas de heparina-sepharose (Sigma) lavadas con PBS durante 1 hora a 37 °C con agitacién a 100 rpm. El medio
previo y posterior a la incubacion se compar6 por fluorometria. Para el tratamiento con heparinasa, se colocaron

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2733286 T3

células NIH3t3 en placas a 2 x 10%/pocillo (en placas de 12 pocillos) y se preincubaron en medio sin suero durante 1
hora con heparinasa Ill (0-1 U/ml) o heparina (0 50 pg/ml). Después, las células se lavaron y se transdujeron con mR
o P21-mR-8R (20 pg/ml en medio libre de suero o medio con diferentes concentraciones de FCS) que contenian
heparinasa Ill o heparina durante 12 horas. El FCS se agot6 del material de unién a P21 mediante cromatografia de
afinidad. Esto se logré6 mediante la incubacion de 50 ml de FCS con 2 ml de resina de glutation-sepharose (GE
Healthcare) preabsorbida con proteina GST-P21 expresada en Escherichia coli.

Evaluacion de la macropinocitosis

Para medir los efectos de la transduccion de proteinas en la macropinocitosis general, las células se incubaron con
100 pg/ml de dextrano neutro FITC-70 kDa (Sigma), junto con diferentes proteinas recombinantes (0-10 pg/ml)
durante 1 hora a 4 °C o 37 °C. Las células se tripsinizaron y se lavaron en PBS antes de los analisis por citometria
de flujo.

Ensayo de recombinacion de Cre

Para medir la actividad de la Cre recombinasa, se cred la linea celular NIH3t3:LSL-eGFP utilizando la transfeccién
del plasmido pZ/EG vy la seleccion de G-418 {Novak, 2000 N.° 6}. Para confirmar que la actividad de Cre condujo
eficazmente a la recombinacion y la activacion de eGFP, las células se transdujeron con lentivirus SIN-Cre (como se
describe en Dixon et al. 2011) y se confirmé que >95 % de las células eran positivas para eGFP 48 horas después
de la transduccion. Se colocaron en placas 2 x10° células/pocillo (en placas de 12 pocillos), se preincubaron en
DMEM sin suero durante 1 hora y se trataron con proteinas Cre (0-500 ug/ml) en DMEM sin suero. Después de la
incubacion con Cre, las células se tripsinizaron, se volvieron a colocar en placas en medio completo y se incubaron
durante 2 dias. Las células se pretrataron con farmacos durante el periodo de tiempo indicado en DMEM sin suero,
se incluyeron en medio de transduccion de Cre y se afiadieron después de la recolocacién en placas.
Pretratamientos incluidos: heparina (0-50 pg/ml), sulfato de condroitina A, B 'y C (0-50 pg/ml), cloroquina (0-100 uM),
citocalasina-D (0-10 yM), amilorida (0-5 mM), metil-B-ciclodextrina (0-5 mM) y nistatina (0-50 pg/ml). Después de las
incubaciones, las células se tripsinizaron, se lavaron, se fijaron en PFA al 4 % y el % de células recombinadas se
determiné mediante citometria de flujo. Para las comparaciones de mR-Cre-8R y P21-mR-Cre-8R, se utilizaron
concentraciones de 100 pg/ml y 10 pg/ml, respectivamente, y los datos se expresaron como % de recombinacion
maxima (es decir, el % relativo a la recombinacion maxima alcanzada con la dosis iniciada de Cre).

Ensayo de resistencia a antibiéticos de NEO

Para medir la actividad de NEO, se evalud la supervivencia y proliferacion de NIH3t3 y MEF en presencia de la
seleccion de antibidtico G-418. Se midieron el ndmero de células, la viabilidad y las relaciones de células
vivas/muertas. Para confirmar que la actividad de NEO conduce de manera eficiente a la supervivencia y la
proliferacion bajo la seleccion de G-418 de células NIH3t3 y MEF, las células se transdujeron con lentivirus SIN-NEO
(como se describe en Dixon et al. 2009) y confirmaron que la transduccion de NEO previene la muerte celular y
conserva la viabilidad bajo una seleccién de G-418. Esto se us6 en comparaciones con transducciones de proteina
NEO. Se colocaron en placas 3 x 10° células MEF/pocillo o 1 x 105 células NIH3t3/pocillo (en placas de 12 pocillos) y
se cultivaron en DMEM con FCS al 10 % que contenia P21-mR-NEO-8R (0-100 pg/ml) durante 3 dias. Las células
se volvieron a colocar en placas a 3 x 10° células/pocillo para células MEF o 1 x 10% células/pocillo para células
NIH3t3. Las células se cultivaron en DMEM con FCS al 10 % que contenia P21-mR-NEO-8R (0-100 pg/ml) y sulfato
de G-418 (0-300 pg/ml) durante 3 dias mas alimentandose diariamente para destruir las células no resistentes. Las
células se contaron, se evalud la viabilidad utilizando la exclusién de azul de tripano o se ensayd utilizando la tincién
LIVE/DEAD {Bayoussef, 2012 N.° 13}.

Ensayo de auto-renovacion de NANOG

Para medir la actividad de NANOG, se usé la eliminacion de LIF de las CGR-8 mESC y se midio la actividad de la
fosfatasa alcalina (AP), los niumeros de células y se evalu6 los cambios en la expresion génica por PCR cuantitativa
(QPCR). Para confirmar que la actividad de NANOG conduce de manera eficiente al rescate de la auto-renovacién
sin LIF, las células se transdujeron con lentivirus SIN-NANOG (como se describe en Dixon et al. 2009) y se confirmé
que la auto-renovacion de CGR-8 se rescatd de manera eficiente y esto se us6 en comparaciones con
transducciones de proteinas NANOG. Se colocaron en placas 2 x10° células/pocillo (en placas de 6 pocillos), se
preincubaron en medio de crecimiento con LIF durante un pase/3 dias que contenia P21-mR-NANOG-8R (0-50
pg/ml) alimentandose a diario con medio recién preparado. Las células se volvieron a colocar en placas a 2 x 10°
células/pocillo (en placas de 6 pocillos) en medio de crecimiento sin LIF (y con LIF como controles) que contenia
P21-mR-NANOG-8R (0-50 pg/ml). Las células se alimentaron diariamente con este medio y cada 3 dias se contaron
y pasaron repitiendo una décima parte de las células hasta 3 pases. Después del tercer pase, las células de retirada
post-LIF se tifieron para determinar la actividad de AP (86R-lkit; basado en Naftol AS-Bl y LB de violeta rojo rapido;
Sigma)) o se procesaron para los analisis de QPCR. Los niveles de expresioén relativos (AACT) se determinaron
mediante QPCR utilizando la mezcla maestra de expresion génica TagMan™ y los ensayos especificos de expresion
génica TagMan™ (Applied Biosystems).
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Ensayo de miogénesis de MYOD

Para medir la actividad de MYOD, se utilizé la diferenciacion de las HUES7 HUESC y se evalu6 la morfologia
celular, la multinucleacion celular, los cambios en la expresion génica mediante PCR cuantitativa (QPCR) y la
expresion de la proteina MIOGENINA. Para confirmar que la actividad de MYOD conduce de manera eficiente a la
diferenciacion miogénica de las HESC, se transdujeron células con lentivirus SIN-MYOD (como se describe en Dixon
et al. 2009) y se confirmé que MYOD dirige la diferenciacion de miotubos multinucleada que se usd en
comparaciones con las transducciones de proteinas MYOD. Se colocaron 1 x 10°% células/pocillo en placas
recubiertas con gelatina al 0,1 % (en placas de 6 pocillos) y se cultivaron en DMEM con FCS al 10 % durante 1
semana con un pase usando tripsina. Las células se colocaron de nuevo en placas a 1 x 108 células/pocillo en
placas recubiertas con gelatina al 0,1 % y se cultivaron en DMEM con FCS al 10 % que contenia P21-mR-MYOD-8R
(0-50 pg/ml). Las células se alimentaron diariamente con este medio durante 7 dias. Después, los medios de cultivo
se cambiaron a DMEM con suero de caballo (HS) al 2 % y los cultivos se mantuvieron durante 7 dias mas. Después,
las células se procesaron por QPCR o se fijaron en PFA al 4 % y se sometieron a inmunotincién {Bayoussef, 2012
N.° 13}. Los nucleos se marcaron utilizando DAPI como se describe previamente (Dixon et al. 2009). El porcentaje
de nucleos positivos a MIOGENINA/nUcleos totales se cuantificd, con un minimo de 200 nucleos contados por
condicion. Los niveles de expresion relativos (AACT) se determinaron mediante QPCR utilizando la mezcla maestra
de expresion génica TagMan™ y los ensayos especificos de expresion génica TagMan™ (Applied Biosystems).

Administracion de anticuerpos, acidos nucleicos y nanoparticulas

Anticuerpos de cabra biotinilados anti-conejo y de FITC-conejo anti-raton (Sigma), pSIN-GFP (Dixon et al. 2014),
ARN de nucleétido modificado (modRNA) para GFP (Miltenyi Biotech) y ARNsi marcado con FAM contra GAPDH
(Sigma), y nanomag-D (250 nm) (MircoMod) se complejaron con proteinas o péptidos GET y se afadieron a las
células. Para los anticuerpos, se permitid que se formaran complejos en medio de crecimiento durante 20 minutos
antes de la adicion celular. Para los acidos nucleicos, se utilizé una relacion de carga de péptido:acido nucleico 2:1
para la complejacion. La transfeccion con GET o LIPO2000 (lipofectamine 2000; Invitrogen) usé 10 yg o 1 ug de
acido nucleico por transfeccion de 100.000 hMSC en placas de 12 pocillos. LIPO2000 sustituido con péptido GET
siguiendo las instrucciones exactas del fabricante. Para MNP, se utilizé una concentracion final de péptido 25 uyM en
una reaccion EDAC/NHS utilizando 2 mg de MNP segun las instrucciones del fabricante. El azul de Prusia se llevo a
cabo utilizando ferrocianuro de potasio (2,5 % p/v) en HCl al 2,5 % p/v.

Analisis estadistico
Las comparaciones estadisticas se realizaron utilizando el paquete de software GraphPad Prism. Las
comparaciones se realizaron utilizando el analisis de varianza de Tukey-Kramer (ANOVA). Los resultados se

consideraron significativos si p<0,05.

Secuencias ejemplares

Secuencias de uniéon a HS-GAG ejemplares
Secuencia de aminoacidos P21

(SEQ ID NO. 1)
KRKKKGKGLGKKRDPCLRKYK

Secuencia de nucledtidos P21 (con una metiona/ATG):

(SEQ ID NO: 2)
aagcgcaagaagaagggcaaaggcectgggcaagaagcegegatecgtgectgegceaagtataag

Secuencia de aminoacidos PDGF (194-211):
(SEQ ID NO. 3)
GRPRESGKKRKRKRLKPT
Secuencia de nucledtidos PDGF (194-211):
(SEQ ID NO: 4)

ggcegeccgegegaaageggeaaaaaacgeaaacgeaaacgectgaaacegacce

Secuencia de aminoacidos FGF7B:
(SEQ ID NO. 5).

TYASAKWTHNGGEMFVALNAQ
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Secuencia de nucledtidos FGF7B:

(SEQ ID NO: 6)
Acctatgcgagcgcgaaatggacccataacggeggcgaaatgtttgtggegctgaaccag

Secuencia de aminoacidos FGF2 HBD B(247-262):
(SEQ ID NO. 7).

TYRSRKYTSWYVALKR

Secuencia de nucledtidos FGF2 HBD B(247-262):
(SEQ ID NO: 8)

acctatcgcagccgceaaatataccagetggtatgtggcgctgaaacge

Nucleétidos que codifican la secuencia del dominio de transduccion de proteina 8R:

(SEQ ID NO: 9)
CGA AGA CGC AGG AGA CGT CGA AGG

Secuencia de nucleétidos de la molécula de administracion ejemplar (P21-carga-8R):
(SEQ ID NO: 10)
aagcgcaagaagaagggcaaaggcctgggcaagaagegegateegtgcctgegeaagtataagNcgaagacgeagga

gacgtcgaagg

N = secuencia de acido nucleico de carga de diversa longitud (es decir, el nimero de residuos de nucleétidos puede
variar), u otra entidad molecular.

Se crearon dos versiones de cada una de las variantes de nanocuerpo de los anticuerpos ScFv; una con una
secuencia idéntica al dominio ScFv vHH (dominio de marco 1-CDR1-dominio de marco 2-CDR2-dominio de marco 3-
CDR3-dominio de bisagra IgA/dominio de marco 4) y una en la que los dominios CDR1, 2 y 3 se injertaron en una
secuencia de dominio vHH genérica. Ambas versiones tienen una actividad comparable y la version de injerto se
cred para probar que el simple injerto de los dominios CDR en un anticuerpo genérico también funciona.

A continuacién se muestran las secuencias de HS4C3, y AO4BO8 ScFv vHH y vHH injertado:

HS4C3 ScFv vHH
(SEQ ID NO: 11)

EVQLVESGGGLVQPRGSLRLSCAASGFTVSSNEMSWIRQAPGKGLEWVSSISGG
STYYADSRKGRFTISRDNSKNTLYLQMNNLRAEGTAAYYCGRRLKDPSTPPTPS
PSTPPTPSPS

CDR1 GFTVSSNE
CDR2 ISGGST
CDR3 GRRLKD

Secuencia de nucledtidos HS4C3 ScFv vHH
(SEQ ID NO: 12)

gaagtgcagcetggtggaaageggeggeggectggtgecagecgegeggeagectgegectgagetgegeggegagegg

ctttaccgtgagcagcaacgaaatgagcetggattcgecaggegecgggeaaaggectggaatgggtgagceagceattageg
gcggceagceacctattatgcggatagecgecaaaggcecgcetttaccattagecgegataacagcaaaaacaccctgtatetgea
gatgaacaacctgcgegeggaaggeaccgceggcegtattattgeggecgecgectgaaagatccgagceaccccgecgace

ccgagceccgageaccccgecgaccecgageccgage

vHH injertado en HS4C3
(SEQ ID NO: 13)
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QVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCTASGFTVSSNELGWFRQAPGQERWAVAAISG
GSTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVTLQMNNLKPEDTAIYYCGRRLKDWGQGTQ
VTVSSPSTPPTPSPSTPPTPSPS

CDR1 GFTVSSNE
CDR2 ISGGST
CDR3 GRRLKD

nucleétido vHH injertado en HS4C3
(SEQ ID NO: 14)

caggtgcagctggtggaaageggeggeggeagegtgcaggegggeggceagectgegectgagetgecaccgegagegg
ctttaccgtgagcagcaacgaactgggcetggtttcgecaggegecgggecaggaacgcetgggcggtggeggcgattage
ggcggceagceacctattatgeggatagegtgaaaggcecgcetttaccattagecgegataacgegaaaaacaccgtgaccctg

cagatgaacaacctgaaaccggaagataccgcegatttattattgcggecgecgcectgaaagattggggccagggeaccca
ggtgaccgtgagcageccgageaccccgecgaccecgageccgageaccccgecgaccecgageccgage

AO4B08 ScFv vHH

(SEQ ID NO: 15)
EDQLVESGGGLVQPGGSLRPSCAASGFAFSSYALHWVRRAPGKGLEWVSAIGT
GGDTYYADSVMGRFTISRDNAKKSLYLHMNSLIAEDMAVYYCSLRMNGWRAH
QPSTPPTPSPSTPPTPSPS

CDR1 GFAFSSYA (SEQ ID NO: 22)
CDR2 IGTGGDT (SEQ ID NO: 24)
CDR3 SLRMNGWRAHQ (SEQ ID NO: 26)

Secuencia de nucledtidos AO4B08 ScFv vHH
(SEQ ID NO: 16)

gaagatcagctggtggaaageggeggeggcctggtgcagecgggeggcagectgegeccgagetgegeggegagegg
ctttgcgtttagcagctatgegcetgeattgggtgcgeegegegecgggcaaaggectggaatgggtgagegegattggeac
cggcggcegatacctattatgecggatagegtgatgggcecgctttaccattagecgegataacgecgaaaaaaagectgtatetg
catatgaacagcctgattgcggaagatatggceggtgtattattgcagectgegeatgaacggetggegegegeatcagecg
agcacccecgeegaccecgagececgageaccecgecgaccecgageccgage

vHH injertado en AO4B08

(SEQ ID NO: 17)
QVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCTASGFAFSSYALGWFRQAPGQERWAVAAIGT
GGDTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVTLQMNNLKPEDTAIYYCSLRMNGWRAH
QOWGQGTQVTVSSPSTPPTPSPSTPPTPSPS

CDR1 GFAFSSYA (SEQ ID NO: 22)
CDR2 IGTGGDT (SEQ ID NO: 24)
CDR3 SLRMNGWRAHQ (SEQ ID NO: 26)
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Secuencia de nucledtidos vHH injertado en AO4B08

(SEQ ID NO: 18)

caggtgcagctggtggaaageggeggcggeagegtgcaggegggeggeagectgegectgagetgcaccgegagegg
ctttgcgtttagcagcetatgecgetgggcetggtttcgeccaggegeecgggcecaggaacgetgggeggtggeggcegattggca

ccggceggcegatacctattatgecggatagegtgaaaggecgctttaccattagecgegataacgegaaaaacaccgtgacce

tgcagatgaacaacctgaaaccggaagataccgcegatttattattgcagcectgegeatgaacggetggegegegceatcagt

ggggccagggeacceaggtgaccgtgageageccgageaccecgecgaccecgageccgageaccccgecgaccee

gagcccgage
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Mejora de la eficiencia de la captacion de nanoparticulas de 6xido de hierro mediante el uso de péptidos de
penetracion celular

Antecedentes

Las nanoparticulas superparamagnéticas de o6xido de hierro (SPIONS) son pequefias particulas altamente
magnetizadas que consisten en un nucleo de 6xido de hierro y un revestimiento de superficie. Las SPIONS se han
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aprobado clinicamente para su uso en agentes de contraste de IRM', y actualmente se estan investigando para su
uso en la administracién de farmacos dirigida?, el tratamiento de la hipertermia y el etiquetado celular®. Las SPIONS
se han aprobado para su uso en agentes de contraste para IRM y los productos disponibles comercialmente incluyen
Lumiren, Resivist y Feridex."

Las aplicaciones de SPIONS requieren una concentracion adecuada que se internalice en las células y, sin el
direccionamiento requerido de las nanoparticulas, puede conducir a un resultado ineficiente. La eficiencia de la
internalizacion celular puede depender del tamario, el recubrimiento y los ligandos adicionales, para nombrar
algunos®. La bibliografia muestra que sin la union de los agentes de internalizacion, los investigadores estan
logrando un rango de 15-30 pg de hierro por célula®®. Los grupos funcionales en los recubrimientos de
nanoparticulas se pueden aprovechar para dirigirse a la internalizacién celular fijando los anticuerpos monoclonales,
los péptidos de penetracion celular y las moléculas pequefias como agentes de internalizacion.”

Un péptido de penetracion celular investigado actualmente es Arg-Gly-Asp (RGD). RGD se disefid para dirigirse a la
avB3 intergrina®. La intergrina se puede encontrar predominantemente en células cancerosas, por lo que también se
puede usar como un péptido de direccionamiento. La investigacion encontré que el péptido RGD aumento la
captacion de nanoparticulas en un 50 %.°

El siguiente estudio se centra en un péptido de penetracion celular de la invencién en el presente documento, en
particular P218R. El péptido tiene dos dominios, P21 se une al sulfato de heparan (HS) en la membrana celular y el
8R ayuda en la transduccion. El objetivo del estudio fue identificar la eficiencia del P218R e investigar su
mecanismo.

Materiales y métodos
Etiquetado de nanoparticulas

Se afadié EDAC 31 mM con NHS 0,1 M disuelto en tampon MES 0,5 M a particulas de Nanomag-D (250 nm) en
una relacion de 1:5 respectivamente y se mezcld durante 1 hora. Las particulas se lavan entonces en un tampoén
MES 0,1 M y se afiaden 0,2 pg/ul del agente de etiquetado requerido disuelto en el mismo tampén para obtener una
relacion 1:1 de solucion de etiquetado y nanoparticulas, y se mantuvo una alicuota de la solucion de etiquetado para
ensayar la eficiencia de etiquetado. Después, la soluciéon se mezcla continuamente a temperatura ambiente durante
3 horas. Una vez que las particulas estan etiquetadas, se afiade una solucion de glicina 25 mM a las particulas y
después se incuban durante 30 minutos. Se conserva una alicuota de la solucién de etiquetado para compararla con
la alicuota anterior y las particulas se lavan en BSA al 0,1 % en PBS. Las particulas finalmente se diluyen en BSA al
0,1 % en PBS para dar una solucién de 1 mg/ml. Tanto las alicuotas de la solucion de etiquetado como algunas de
las nanoparticulas etiquetadas se evaluaron para determinar la fluorescencia.

Cultivo celular

Las células de fibroblasto NIH 3t3 se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Gibeco),
complementado con suero fetal bovino (FCS, Sigma) al 10 % (v/v), L-glutamina 2 mM y (PS) a 37 °C y CO2 al 5 %.
Las células se cultivaron entonces hasta su confluencia.

Etiquetado celular

Las células confluentes se dividieron en placas de 12 pocillos a 200.000 células/pocillo y se incubaron durante 24
horas a 37 °C. Después de 24 horas, se afiadieron 50 ug de nanoparticulas de 6xido de hierro Nanomag-D (250 nm)
y se afiadieron 0, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 2, 1, 5y 10 uM de péptido de penetracién celular a las células con DMEM en
FCS al 10 % o medio DMEM sin suero y se dejaron durante 24 horas para que las nanoparticulas de hierro se
internalicen. Después de la incubacion, las células se lavaron en PBS para eliminar el exceso de nanoparticulas y
después se recolectaron para obtener una tincion cualitativa con azul de Prusia, un ensayo cuantitativo de hierro
colorimétrico o una citometria de flujo activada por fluorescencia.

Tincion de azul de Prusia

Las células se marcaron y después se fijaron en PFA al 4 % (p/v) durante 15-20 minutos a 4 °C. Se afiadié una
solucion al 2,5 % de tincion de ferrocianuro de potasio en HCl al 2,5 % a las células y se incubé durante una hora a
temperatura ambiente. Si las nanoparticulas estaban presentes, aparecié una mancha azul que es proporcional a la
concentracion de hierro.

Ensayo de hierro colorimétrico cuantitativo Las células se marcaron, se tripsinizaron y se sedimentaron y, después,
se elimin6 todo el medio. Se afadieron 40 pyl de HCI al 37 % a las células y se calentaron a 70 °C hasta que se
disolvieron, después se neutralizaron con 50 pyl de NaOH. Las muestras que contenian una alta concentracion de
hierro se diluyeron 1:10, después se anadieron 40 pl de reactivo de trabajo Quantichrom y se siguieron las
instrucciones en el ensayo de hierro Quantichrom.
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Citometria de flujo

Las células se marcaron con 50 ug de particulas de Nanomag-D, P218R 1 uM y 0, 0,1, 1 y 5 pg/ml de FitC-BSA.
Después, las células se fijaron y se ejecutaron a través de un citometro de flujo Coulter Altra para evaluar la
fluorescencia verde. Los hallazgos se analizaron estadisticamente por el software de Wesal.

Resultados
Etiquetado de nanoparticulas y células

Las particulas Nanomag-D (250 nm) se marcaron con éxito con mR, P21mR, 8RmR y P21mR8R como se muestra
en la Figura 32. Los graficos muestran claramente una reduccion en la fluorescencia en la solucién post-etiquetado y
un aumento de la fluorescencia en las particulas, lo que sugiere que la proteina ha reaccionado con un grupo de
acido carboxilico y se ha unido a la superficie de las particulas de Nanomag. Los graficos muestran que no todas las
proteinas han reaccionado con la superficie de la particula, pero considerando que las proteinas se afiadieron en
exceso, esto no se considerd un problema. Otra caracteristica de los graficos es que el dominio P21 comparado con
el 8R tiene una mayor afinidad por la unién a las particulas, ya que hay una reduccidon mas distintiva en el etiquetado
posterior de la fluorescencia y una sefial mas intensa presentada por las nanoparticulas para el P21. Considerando
que la proteina se anadié en exceso de la capacidad de unién de las particulas, tal reduccion fue inesperada. La
funcion del dominio P21 es que se une a HS en la membrana de una célula, también se podria concluir que la
proteina se une a la superficie de dextrano de las particulas considerando las estructuras similares de las dos
sustancias.

Para probar adicionalmente la hipétesis de la unién de P21 a la superficie de dextrano, ambas particulas que han
sido previamente marcadas con P21mR8R se afiadieron a las células y las particulas y P218R se afadieron por
separado a las células. Los resultados de la tinciéon con azul de Prusia se muestran en la Figura 32. Para el control
de particulas no marcadas, no se observd ninguna tincion azul, por lo que se concluye que un ndmero limitado de
particulas debe haberse asociado con las células. Sin embargo, para ambas variables, la mancha habia reaccionado
produciendo un color azul incluso cuando la proteina no estaba previamente unida. La proteina debe haberse unido
a la particula en algiin momento para que se produzca la captacion de particulas. La hipdtesis mas probable es que
el P21 se une a la superficie de dextrano.

Evaluacion cuantitativa de la absorciéon de nanoparticulas
Optimizacion de la concentracion de proteinas

Como se muestra en la Figura 33, la tincion con azul de Prusia prueba que el P218R es el péptido mas eficaz para la
captacion de particulas en comparacion con P21 y 8R en solitario. Los resultados del ensayo de hierro mostraron
que, cuando las células se incuban durante 24 horas con 1 yM de P218R y 50 ug de particulas de Nanomag-D, el
100 % de las particulas se asocia con las células y 63 pg/célula. Por lo tanto, se concluyé que solo se necesita 1 yM
de P218R para una captacion del 100 % de las particulas.

Evaluacion del tiempo necesario para la asociacion celular de nanoparticulas

Todos los resultados indicaron que la asociacién celular de nanoparticulas éptima es a las 24 horas, como se
muestra en la Figura 34. Como en el punto de tiempo de 24 horas, el 100 % de las particulas estan asociadas con
las células; esto también encaja con los resultados que se muestran en la Figura 33. El grafico también es una clara
evidencia del aumento drastico en la captacién de particulas con el péptido afiadido, a partir de esta informacion, el
porcentaje de captacion aumenta del 7 % sin el péptido afiadido hasta el 96 % con el péptido afiadido después de 24
horas.

Efecto del medio sin suero

Los resultados en la Figura 35 muestran una disminucion del 30 % en la captacion a medida que el porcentaje de
suero aumenta al 20 %. Esta disminucion se reduce a solo el 16 % cuando se afiade P218R 1 yM. Esta disminucion
en la absorcién a medida que aumenta la cantidad de suero se ha atribuido a la disminucion de la endocitosis, ya
que las condiciones sin suero inducen la endocitosis debido a la disminucién de nutrientes. Si la disminucién de la
endocitosis se reduce cuando se anade el péptido, entonces se podria suponer que aumenta la endocitosis. Se
encontré que la adicion del péptido aumentaba la endocitosis a medida que aumentaba la cantidad de Fitc-BSA
absorbida por las células, mientras que las nanoparticulas no afectaban a la captacion, estos resultados se muestran
en la Figura 35. El aumento en la captacion de FitC-BSA podria correlacionarse con un aumento en la endocitosis
que conduce a un aumento en la captacion de particulas. Hay una diferencia menos distintiva cuando las células
estan en condiciones sin suero ya que el suero libre en solitario aumenta la endocitosis.
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Factores de competicion para la union de P21

Se ha comprobado que el P21 se une a HS en las membranas celulares, por lo tanto, se puede suponer que si se
afiade heparina al medio, esto inhibira competitivamente la unién y, por lo tanto, la captacion de nanoparticulas. Los
resultados se muestran en la Figura 35. El grafico demuestra que la heparina es un inhibidor de la unién y el grado
de inhibicion demuestra que P21 tiene una afinidad mas alta por la heparina que HS en la membrana celular y, por lo
tanto, demuestra que la unién de P21 es esencial para el mecanismo de captacion de las nanoparticulas. P21
también puede unirse al dextrano en la superficie de las nanoparticulas, por lo que se afiadieron concentraciones
crecientes de dextrano al medio. Los resultados se muestran en la Figura 35. Existe una disminucion en la captacion
de nanoparticulas del 18 % a medida que aumenta la concentracion de dextrano. El dextrano actuara como un
inhibidor competitivo para la uniéon de particulas y, debido a la reduccion limitada de la inhibicion, P21 tiene una
mayor afinidad por la membrana celular.

Discusion

Los resultados muestran que la adicién de una pequefia cantidad de P218R conduce a una captacion del 100 % de
las nanoparticulas de 6xido de hierro. La microscopia y la tripsinizacion de las células indican que las particulas se
estan internalizando. Los experimentos también se realizaron utilizando células madre mesenquimales que muestran
una asociacion del 90 % de particulas. El mecanismo detras de la captacion depende de la accion simbiotica de los
dos dominios del péptido. La hipdtesis es que P21 se puede unir tanto a HS en la membrana celular como al
dextrano en el recubrimiento de las nanoparticulas, el péptido tiene multiples puntos de unién por los que tanto la
nanoparticula como la célula pueden unirse a la misma P21. Por lo tanto, la proteina previamente unida a la particula
también puede unirse a la membrana manteniendo la particula cerca de la célula. El 8R puede entonces ayudar en
la transduccion de la nanoparticula por endocitosis. O el otro mecanismo podria involucrar la unién previa del péptido
a la nanoparticula y después, cuando se encuentra cerca de una membrana celular, HS tiene una mayor eficiencia
de unién, por lo que el P21 se une a la célula. Esto puede conducir entonces a que la particula se internalice. Las
ventajas de usar el péptido P218R es su eficiencia en medio sérico que puede estar mas relacionada con el entorno
in vivo y que el sistema no requiere el uso del grupo funcional en el recubrimiento de superficie de las
nanoparticulas. El grupo funcional libre significa que las moléculas o farmacos dirigidos pueden unirse
covalentemente a la particula.

Conclusion

Se ha encontrado que el péptido P218R causa el 100 % de asociacion celular de nanoparticulas. Se ha encontrado
que esto se debe a un mecanismo de unién a dextrano que puede utilizarse para muchas aplicaciones, por ejemplo,
para el direccionamiento de nanoparticulas para tejidos especificos mediante la union de anticuerpos o la
administracion de farmacos.
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CPP modificados para una administracion de tipo celular eficiente de moléculas terapéuticas a través de
GET (transduccion mejorada de unién a glucosaminoglicano (GAG))

Introduccion
El primer objetivo de este estudio fue investigar si el aumento sinérgico mediado por GET en la administracion de
mRFP en células con P21 8R se pudo observar cuando P21 se reemplazé por dominios de unién a HS-GAG

derivados de factor de crecimiento. El segundo objetivo de este estudio fue mostrar la administracion especifica del
tipo celular en una poblacion heterogénea de células mediante el direccionamiento a un epitopo HS de la superficie
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celular especifico. Merry et al han demostrado la utilidad de un anticuerpo de unién al epitopo HS en el
direccionamiento a una subpoblacion de células durante la diferenciaciéon mesodérmica [13]. La region variable de
este anticuerpo se conjugo con 8R para mostrar un ejemplo de la administracion especifica del tipo celular. El tercer
objetivo de este estudio fue demostrar la administracion mediada por GET de biomoléculas terapéuticas. La
transfeccion del gen indicador (pSIN GFP) se optimizé con el péptido P21 LK15 8R y se compard con un reactivo de
transfeccion basado en lipidos comercial "estandar" Lipofectamine2000.

Administracion especifica del tipo celular a través de GET Procedimientos experimentales
Preparacion de péptidos

Los péptidos, mRFP, mRFP 8R, P21 mRFP 8R, FGF1A mRFP, FGF1A mRFP 8R, FGF2A mRFP, FGF2A mRFP 8R,
FGF4A mRFP, FGF4A mRFP 8R, FGF7A mRFP, FGF7A mRFP 8R, FGF1B mRFP, FGF1B mRFP 8R, FGF2B
mRFP, FGF2B mRFP 8R, FGF4B mRFP, FGF4B mRFP 8R, FGF7B mRFP, FGF7B mRFP 8R, FGF1C mRFP,
FGF1C mRFP 8R, FGF2C mRFP, FGF2C mRFP 8R, FGF4C mRFP, FGF4C mRFP 8R, FGF7C mRFP, FGF7C
mRFP 8R, ATIIl mRFP, ATIIl mRFP 8R, PDGF mRFP, PDGF mRFP 8R, VEGF mRFP, VEGF mRFP 8R, HS4C3
mRFP y HS4C3 mRFP 8R, se clonaron como ADNc en el vector pGEX6-PI (Novagen), se expresaron en BF21
(DE21) pFysS Escherichia coli (Novagen) y se purificaron como se describe previamente [12]. La integridad y la
expresion del péptido de longitud completa se confirmaron mediante SDS-PAGE. La fluorescencia de los péptidos
recombinantes se confirmé utilizando el lector multimodo TECP infinite 200PRO, la diferencia en las mediciones de
intensidad de fluorescencia entre muestras fue <10 %.

Ensayo de péptidos

Se utilizé el ensayo de Bradford para cuantificar la concentracion de proteinas [14]. La absorbancia se midié a 595
nm utilizando la proteina mRFP recombinante como patrén [12]. Las muestras se analizaron utilizando el lector
multimodo TECAN infinite 200PRO.

Cultivo celular de células NIH3T3, CGR-8 y HUES7

Las células NIH3T3, CGR-8 y HUES7 se cultivaron y se mantuvieron como se describe anteriormente [12]. Las
células de fibroblastos de ratén NIH3T3 se mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con
suero fetal bovino (FCS) al 10 % (v/v) complementado con L-glutamina 2 mM y 100 pg/ml de estreptomiocina. Las
células madre embrionarias de ratén CGR-8 se mantuvieron en DMEM con FCS al 20 % (v/v) complementado con
1000 unidades/ml de factor inhibidor de leucemia (LIF), B-mecaptoetanol 100 uM, F-glutamina 2 mM y 100 pg/ml de
estreptomiocina. Las células madre embrionarias humanas HUES?7 se cultivaron en un matraz de cultivo de tejidos
recubierto de gelatina. Las células se mantuvieron en DMEM con FCS al 20 % (v/v) complementado con 1000
unidades/ml de LIF, B-mecaptoetanol 100 pyM, L-glutamina 2 mM y 100 ug/ml de estreptomiocina. Todas las células
se incubaron a 37 °C en condiciones humidificadas con CO2 al 5 %.

Administracion de péptidos a las células

Las células se sembraron en 2 x 10° células/pocillo en placas de 12 pocillos y se incubaron durante 2 h en 1 ml de
medio de crecimiento relevante (GM) a 37 °C en una incubadora humidificada con CO; al 5%. El péptido se diluyé a
20 pg/ml en 500 pl de GM. Cada pocillo de células se aspird, se lavé con una solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) y se reemplaz6 con 500 ul de solucién de péptido. Las células se incubaron con el péptido a 37 °C en una
atmosfera humidificada con CO» al 5 % durante 20 h. Después de la incubacion, cada pocillo de células se lavé con
PBS, se tripsinizé y se fijo con el 3,7 % de paraformaldehido (PFA) en preparacion para la citometria de flujo. Cada
experimento se realizd por duplicado y se repitid 3 veces, n = 3.

Mantenimiento y diferenciacion de las células Bry-GFP ES, Generacion de EB

La linea de células madre embrionarias murinas Bry-GFP se mantuvo y se diferenci6 como se describe
anteriormente [13]. Las células Bry-GFP se mantuvieron en alimentadores en DMEM-ES (DMEM con FCS al 15 %
complementado con 1,5 x 10° M de monotioglicerol (MTG), 10 ng/ml de LIF y L-glutamina 2 mM).

Las células Bry-GFP se diferenciaron como EB. Antes de la diferenciacion, las células se pasaron dos veces,
primero en un matraz recubierto de gelatina en DMEM-ES y segundo en un matraz en medio de Dulbecco
modificado por Iscove (IMDM)-ES (IMDM con FCS al 15 % complementado con monotioglicerol 1,5 x 10* M de
monotioglicerol (MTG), 10 ng/ml de LIF y L-glutamina 2 mM). Después, las células se diferenciaron como EB durante
2,8 dias en IMDM con FCS al 15 % complementado con 4 x 10* M de MTG, 300 ug/ml de transferrina, 25 ug/ml de
acido ascorbico y L-glutamina 2 mM en placas de grado Petri. 3 h antes de la disociacion, los EB se trataron con 50
ug/ml de HS4C3 mRFP o HS4C3 mRFP 8R. Después de la diferenciacion, los EB se separaron en células
individuales mediante incubacion y agitacion durante 10 minutos en un tampoén de disociacion celular y se fijaron en
PFA.
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Anadlisis de citometria de flujo

Las células se analizaron en un citémetro de flujo MoFlo™ DP (DAKO) utilizando un laser verde a 488 nm y/o un
laser rojo a 633 nm. (40.000 células; activadas en células vivas por dispersion directa/lateral). La fluorescencia
media se utilizé para los analisis estadisticos.

Resultados y andlisis
CPP modificados para incluir GET

En este estudio, los dominios de union a HS-GAG del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)-1, FGF-2, FGF-4,
FGF-7, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y antitrombina Il (ATIll) se acoplaron a 8R. Estos
factores de crecimiento desempefian importantes funciones bioldgicas en el desarrollo embrionario y la
angiogénesis. También se ha demostrado que interactian con HS-GAG de la superficie celular, de manera similar a
P21. Los fibroblastos murinos NIH 3T3, las células madre embrionarias murinas CGR8 y las células madre
embrionarias humanas HUES-7 se trataron con estas CPP modificados para investigar si alguno de los péptidos
demostré un aumento mediado por GET en la administracion de mRFP (Figura 37). También fue importante explorar
si alguno de los péptidos modificados se dirigiria preferiblemente a los epitopos HS que se expresaban mas
abundantemente en cualquiera de los diferentes tipos de células.

Se ha identificado un panel de cuatro CPP modificados que mostraban una transduccion mejorada mediada por GET
en las células. P21 8R, FGF2B 8R, FGF7B 8R y PDGF 8R han demostrado un aumento de 30-100 veces en la
transduccion de mRFP en células sobre el uso de solo 8R (Figura 38 y 39). P21 8R, FGF7B 8R y PDGF 8R
mostraron una transduccion preferencial en células madre embrionarias HUES-7. Esto demuestra la transduccién
preferencial de CPP en un tipo de célula que se considera dificil de transducir. FGF2B 8R mostré transduccion
especifica de pluripotencia en células madre embrionarias CGR8 y HUESY. Los diversos perfiles de administracion
de los CPP modificados en los tres tipos de células sugieren que los dominios de unién a HS-GAG de diferentes
factores de crecimiento se dirigen y se unen a diferentes epitopos HS de la superficie celular. El direccionamiento de
los epitopos HS que se expresan mas abundantemente por tipos de células especificos puede utilizarse para la
seccion de CPP que son mas adecuados para su aplicacion.

Administracion mediada por GET de ADN plasmidico
Procedimientos generales
Preparacion de péptidos

El péptido P21-LK15-8R se sintetiz6 utilizando la quimica t-Boc en fase sdlida (Novabiochem (Beeston,
Nottinghamshire, RU)).

Cultivo celular

Las células de fibroblastos de raton NIH3T3 se mantuvieron en DMEM con medio de suero fetal bovino (FCS) al
10% (v/v) complementado con L-glutamina 2 mM y 100 ug/ml de estreptomiocina. Las células se incubaron a 37 °C
en condiciones humidificadas con CO- al 5 %.

Preparacion de ADN plasmidico

El ADN (pSIN GFP) se amplifico en E. coli. El ADN se extrajo y se purificd utilizando un kit QIAGEN Plasmid Maxi
(Qiagen). ElI ADN se precipitd en etanol al 100 % y se rehidraté en dH>O. La pureza del plasmido se confirmoé
utilizando el nanodrop.

Ensayo de complejacion péptido-ADN

Se diluyeron 10 ug de ADN en 60 ul de solucion salina tamponada con acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfonico (HEPES) (HEPES 10 mM, solucion 150 mM de cloruro sédico (NaCl), pH 7,4). La solucion
madre 1 mM de YO-PRO-1 se diluy6 hasta 0,1 mM en dimetilsulféxido (DMSO). Se prepararon 2,7 ul de la solucion
diluida de YO-PRO-1 hasta 60 ul en solucién salina tamponada con HEPES y se afiadieron gota a gota al ADN
diluido. La solucién de ADN/YO-PRO-1 se mezclo, se envolvié en papel de aluminio y se incubd durante 5 h a
temperatura ambiente. Después de 5 h, la solucién de ADN/YO-PRO-1 se constituyé hasta 1 ml en solucién salina
tamponada con HEPES vy afadieron por pipeteo 100 ul de alicuotas en tubos de eppindorf por condicion de
tratamiento. Las cantidades de péptidos correspondientes a las relaciones de carga deseadas (+/-) se afadieron a
cada eppindorf (Apéndice 1). Las soluciones de péptido/ADN/YO-PRO-1 se mezclaron y se incubaron a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Las mediciones de fluorescencia se analizaron entonces utilizando el lector multimodo
TECP infinite 200PRO. De forma similar, se realizé un control sin ADN mediante la dilucion de 2,7 ul de la solucion
de YO-PRO-1 diluida en 120 ul de solucién salina tamponada con HEPES vy siguiendo el procedimiento anterior.
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Diseino y optimizacion del experimento de transfeccion

Las células se sembraron a 80.000 células por pocillo en placas de 12 pocillos y se incubaron durante una noche en
1 ml de GM al 10 % a 37 °C en una incubadora humidificada con CO; al 5 %. Para cada pocillo de células a
transfectar, el ADN se diluy6 en 100 ul de Opti-MEM® y se mezclé. El péptido se afiadié directamente al ADN diluido
en la relacion de carga optima (+/-). Después, la solucion se mezclo y se incubd durante 25 min a temperatura
ambiente. Las células se aspiraron, se lavaron con PBS y se reemplazaron con 400 ul de Opti-MEM®. Cada pocillo
de células se traté con 100 ul de complejo de péptido/ADN y se incubd a 37 °C en una atmoésfera humidificada con
CO; al 5 %. El apéndice 2 muestra las diferentes condiciones de tratamiento utilizadas para cada pocillo. Después
de la incubacion, las células se lavaron con PBS y se reemplazaron con 1 ml de GM. Después de 48 h, cada pocillo
de células se lavo con PBS, se tripsinizé y se fijo con PFA al 3,7 %. Los experimentos se repitieron 3 veces.

La optimizacion de la transfeccion con Lipofectamine2000 se realiz6 como se describe en la guia del fabricante
(Invitrogen). Las células se sembraron a 80.000 células por pocillo en placas de 12 pocillos y se incubaron durante
una noche en 1 ml de GM a 37 °C en una incubadora humidificada con CO- al 5 %. Para cada pocillo de células a
transfectar, el ADN se diluyé en 100 ul de Opti-MEM® y se mezcld. Se afiadieron 1,5 ul de Lipofectamine2000
directamente al ADN diluido. Después, la mezcla se mezclé y se incub6 durante 25 min a temperatura ambiente. Las
células se aspiraron, se lavaron con PBS y se reemplazaron con 400 ul de Opti-MEM®. Cada pocillo de células se
traté con 100 ul de complejo Lipofectamine2000/ADN y se incubd a 37 °C en una atmésfera humidificada con CO. al
5 %. Después de 6 h, las células se lavaron con PBS, se tripsinizaron y se fijaron con PFA al 3,7 %. Esto se repitio
con volumenes variables de Lipofectamine2000 (3 ul y 4,5 ul) para encontrar la relacién o6ptima de
Lipofectamine2000 con respecto al ADN. Los experimentos se repitieron 3 veces.

Analisis de citometria de flujo

Las células se analizaron en un citémetro de flujo MoFlo™ DP (DAKO) utilizando un laser rojo a 633 nm. (40.000
células; activadas en células vivas por dispersion directa/lateral). La fluorescencia media se utilizé para los analisis
estadisticos.

Resultados y andlisis
Péptido para la union a ADN

El ensayo YO-PRO-1 se puede usar para investigar la capacidad de condensacion del ADN de un péptido de unién
al ADN. YO-PRO-1 es un colorante de cianina que se une al ADN para formar un complejo de ADN/tinte
fluorescente. Se pueden afiadir diferentes relaciones de carga (+/-) de péptido al complejo de ADN/tinte fluorescente.
Cuando el péptido compite con el tinte uniéndose al ADN, se observa una reduccién en la intensidad de la
fluorescencia. En este estudio, LK15 se fusion6 con la proteina de transduccion P21 8R para mejorar la capacidad
de unién al ADN del péptido de penetracion celular modificado. Se ha demostrado que la fusién del péptido LK15 a
TAT mejora significativamente la transfeccion de pDNA en células cultivadas con HT29 y HT1080 [19]. Se cree que
la eficiencia de transduccion mejorada de Tat-LK15 sobre Tat se debe a la capacidad mejorada de condensacion del
péptido y el ADN, y una mejor transduccién del ADN a través de la membrana celular [20].

Se representoé un grafico de la relacion de carga (+/-) frente al % de fluorescencia para investigar la relacion optima
de P21 LK15 8R con respecto a pSIN GFP (Figura 40). Los resultados mostraron que la relacion de carga 6ptima
(+/-) de P21 LK15 8R con respecto a pSIN GFP fue 2:1, respectivamente. Esta relacion se utilizd en los
experimentos de transfeccion.

Transfeccion del gen indicador de pDNA a través de P21 LK15 8R

La bicapa de fosfolipidos de la membrana celular actia como una barrera impenetrable para los acidos nucleicos vy,
por lo tanto, el pDNA se conjugara con un CPP modificada para facilitar su transporte a la célula [2]. En este estudio,
la transfeccion mediada por GET del gen indicador pSIN GFP en células fibroblasticas murinas NIH 3T3 se optimizo
en términos de tiempo de transfeccion (3, 6 o0 24 h), medio de transfeccion (con o sin suero) y cantidad de ADN (1, 4
0 10 ug). El gen indicador pSIN GFP se transfecto en células utilizando P21 LK15 8R donde P21 se dirige y se une a
los HS-GAG de la superficie celular, los complejos LK15 pSIN GFP y 8R transducen pSIN GFP a través de la
membrana celular. La eficiencia de transfeccién de pSIN GFP con P21 LK15 8R se comparé con la eficiencia de
transfeccion del reactivo de transfeccion a base de lipidos usado comercialmente lipofectamine2000. Las células se
fijaron a las 48 h después de la transfeccion para permitir que se capturara la expresion transitoria de GFP y se
cuantificaron las eficiencias de transfeccion mediante citometria de flujo (Figura 41).

Los sistemas portadores de genes deben ser resistentes al suero para aplicaciones in vivo eficaces, sin embargo, la
mayoria de los portadores de genes, incluyendo lipofectamine2000, han demostrado grandes reducciones en la
eficiencia de transfecciéon en medios que contienen suero [21]. Se cree que esto se debe a que las moléculas de
suero se unen competitivamente al portador de genes, disminuyendo asi los portadores de genes libres disponibles
para la unién al ADN [22]. La eficiencia de transfeccion de P21 LK15 8R se caracterizé en medio de transfeccién con
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suero y medio de transfeccion libre de suero. Las condiciones de transfeccion éptimas fueron cuando las células se
transfectaron con 10 ug de ADN durante 24 h en condiciones de suero en las que la eficacia de la transfeccion
alcanz6 17,9 + 4,8 %. (Figura 42). Esto es 3 veces mas bajo que la eficiencia de transfeccion optimizada observada
para lipofectamine2000 en condiciones sin suero (54,7 + 10,3 %, Apéndice 3); sin embargo, la resistencia al suero
de la transfeccion con P21 LK15 8R es ventajosa para cualquier tipo de administracion clinica/in vivo de
biomoléculas terapéuticas. Ademas, esta bien documentado que las estrategias de escape endosémico aumentan
en gran medida las eficiencias de las transfecciones mediadas por CPP.

Conclusiones

Un panel de CPP que se han modificado para incluir dominios de unién a HS-GAG de la superficie celular derivados
del factor de crecimiento ha mostrado un aumento de 30-100 veces en la transduccién en las células, en
comparacion con los CPP no modificados. La hipétesis es que la administracion mediada por GET de estos péptidos
se debe a la doble funcionalidad del péptido en i) el aumento de la interaccion con la membrana celular a través del
dominio de unién a HS-GAG, v ii) la transduccién de proteinas a través de la membrana celular a través de 8R. Los
CPP modificados mostraron perfiles de administracion preferenciales de mRFP en diferentes tipos de células, esto
se debe a los dominios de unién a HS-GAG que se dirigen a epitopos HS especificos que se expresan mas
abundantemente en diferentes tipos de células. El trabajo futuro es modificar los CPP para incluir dominios de unién
a epitopo HS derivados de anticuerpos especificos. Se pueden utilizar bibliotecas de uniéon a epitopo HS de
anticuerpos para la administracion especifica del tipo celular de moléculas terapéuticas a través de GET.

Para demostrar la utilidad de estos péptidos para la administracién de moléculas terapéuticas, se usé P21 FK15 8R
para administrar el gen indicador pSIN GFP en las células. Los resultados mostraron eficiencias de transfeccion
mediada por GET de hasta el 17,9 + 4,8 % en condiciones de suero, sin ninguna estrategia de escape endosémico.
Los CPP modificados para incluir dominios de union a HS-GAG muestran una gran promesa como alternativas al
uso de vehiculos de administracion a base de lipidos y virus para la administracion in vivo de biomoléculas
terapéuticas.
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Apéndice 1. Tabla que muestra cantidades de P21 LK15 8R afadido al terminal de pSIN GFP en diferentes
relaciones de carga (+/-)

Relacion de carga (+/-) de Concentracion de péptido (uM) Volumen de péptido (ul)
péptido/ADN

1:5 0,49 0,05

1:3 0,82 0,07

1:2 1,23 0,12

1:1 2,47 0,24

2:1 4,94 0,49

3:1 7,41 0,74

5:1 12,35 1,23

10:1 24,7 2,46

Apéndice 2. Tabla que muestra las diferentes condiciones de tratamiento para la optimizacién de la transfeccion de
pSIN GFP en células NIH 3T3 por P21 LK15 8R.

Pocillo Cantidad de ADN Medio de Tiempo de
(ug) transfeccion transfeccion (h)

(Optimem, OptiMEM
+ Suero al 10 %)

1 1 Opti-MEM® 3h

2 1 Opti-MEM® al10% (3 h
+ suero

3 1 Opti-MEM® 6h

4 1 Opti-MEM® al10% (6 h
+ suero

5 1 Opti-MEM® 24 h

6 1 Opti-MEM® al 10 % (24 h
+ suero

7 4 Opti-MEM® 3h

8 4 Opti-MEM® al10% (3 h
+ suero

9 4 Opti-MEM® 6h

10 4 Opti-MEM® al10% |[6h
+ suero

11 4 Opti-MEM® 24 h

12 4 Opti-MEM® al 10 % (24 h
+ suero

13 10 Opti-MEM® 3h

41



ES 2733286 T3

Pocillo Cantidad de ADN Medio de Tiempo de
(ug) transfeccion transfeccion (h)
(Optimem, OptiMEM
+ Suero al 10 %)
14 10 Opti-MEM® al10% |3 h
+ suero
15 10 Opti-MEM® 6h
16 10 Opti-MEM® al10% |6 h
+ suero
17 10 Opti-MEM® 24 h
18 10 Opti-MEM® al 10 % (24 h
+ suero
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1 5 10 15
30
Lys Lys Arg Lys Val
20
<210> 55
<211> 21
35 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Dominio de transduccién
40

<400> 55

Lys Glu Thr Trp Phe Glu Thr Trp Phe Thr Glu Trp Ser Gln Pro Lys
1 5 10 15

Lys Lys Arg Lys Val
20
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de administracion para la transduccion de una carga en una célula que comprende:

(A) una carga o una molécula de unién a la carga para unirse a una carga, y opcionalmente en el que la carga esta
unida a la molécula de unién a la carga;
(B) un elemento de unidn a glucosaminoglicano (GAG) que comprende:

(i) un dominio de unién a heparina, o una variante funcional del mismo, que es capaz de unirse al sulfato de
heparina-glucosaminoglicano (HS-GAG) en la superficie de la célula, o
(i) un anticuerpo de union a GAG, o un fragmento de unién del mismo funcional;

y

(C) un dominio de transduccion de proteinas.

2. La molécula de administracion de la reivindicacion 1, en la que el elemento de unién a GAG comprende P21 de
HB-EGF; o una variante truncada, extendida o funcional del mismo; o

en la que el elemento de uniéon a GAG comprende un dominio de unién a heparina de un factor de crecimiento de
fibroblastos, o una variante funcional del mismo; o

en la que el elemento de unién a GAG comprende FGF, tal como FGF1A, FGF2A, FGF2B, FGF4A, FGF1C, FGF2C,
FGF4C, FGF7B o FGF7C, antitrombina, tal como ATIIl, BMP, Wnts, Shh EGF, VEGF, o PDGF, o variantes de los
mismos; o

en la que el elemento de unién a GAG comprende cualquiera de FGF2B, FGF7B, o PDGF.

3. La molécula de administraciéon de la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo de unién a GAG comprende un
anticuerpo de dominio Unico, o un fragmento de unién del mismo funcional.

4. La molécula de administracién de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en la que el dominio de
transduccion de proteinas es hidréfilo o anfifilico; y/o
en la que el dominio de transduccién de proteinas comprende una mayoria de residuos de aminoacidos hidrofilos.

5. La molécula de administracién de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en la que el dominio de
transduccion de proteinas comprende una mayoria de residuos de aminoacidos de arginina y/o lisina.

6. La molécula de administraciéon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el dominio de
transduccion de proteinas se selecciona de cualquiera de los grupos que comprenden:

Penetratina o Antenapedia PTD RQIKWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO: 37);

TAT YGRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 38);

SynB1 RGGRLSYSRRRFSTSTGR (SEQ ID NO: 39);

SynB3 RRLSYSRRRF (SEQ ID NO: 40);

PTD-4 PIRRRKKLRRLK (SEQ ID NO: 41);

PTD-5 RRQRRTSKLMKR (SEQ ID NO: 42);

FHV Coat-(35-49) RRRRNRTRRNRRRVR (SEQ ID NO: 43);

BMV Gag-(7-25) KMTRAQRRAAARRNRWTAR (SEQ ID NO: 44);

HTLV-II Rex-(4-16) TRRQRTRRARRNR (SEQ ID NO: 45);

D-Tat GRKKRRQRRRPPQ (SEQ ID NO: 46);

R9-Tat GRRRRRRRRRPPQ (SEQ ID NO: 47);

Quimera Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (SEQ ID NO: 48);

MAP KLALKLALKLALALKLA (SEQ ID NO: 49);

SBP MGLGLHLLVLAAALQGAWSQPKKKRKY (SEQ ID NO: 50);

FBP GALFLGWLGAAGSTMGAWSQPKKKRKY (SEQ ID NO: 51);

MPG ac-GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV-cya (SEQ ID NO: 52);

MPG(NLS) ac-GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKSKRKV-cya (SEQ ID NO: 53);

Pep-1 ac-KETWWETWWTEWSQPKKKRKV-cya (SEQ ID NO: 54); y

Pep-2 ac-KETWFETWFTEWSQPKKKRKV-cya (SEQ ID NO: 55); o poliargininas, tales como quimera RxN
(4<N<17), polilisinas, tales como quimera KxN (4<N<17), (RAca)6R, (RAbu)6R, (RG)6R, (RM)6R, (RT)6R.
(RS)6R, R10, (RA)6R, R7 y R8; o

en la que el dominio de transduccién de proteinas comprende aproximadamente 8 residuos de arginina.

7. La molécula de administracion de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en la que la carga se selecciona
de cualquiera de los grupos que comprenden un péptido, una proteina, un acido nucleico y una nanoparticula; y/o

en la que la carga se selecciona de cualquiera de los grupos que comprenden una molécula terapéutica; un farmaco;
un profarmaco; una proteina o péptido funcional, tal como una enzima o un factor de transcripcién; una proteina o
péptido microbiano; y una toxina; o acido nucleico que codifica los mismos: y/o

en la que la molécula de union a la carga comprende cualquiera de un péptido, una proteina, estreptavidina, una

57



10

15

20

25

30

ES 2733286 T3

molécula de unidn a acido nucleico, un anticuerpo, o fragmento del mismo, un mimético de anticuerpo, una molécula
enlazadora quimica, una etiqueta de afinidad, o una molécula marcada de afinidad.

8. Un método para transducir una carga en una célula in vitro que comprende:
proporcionar una molécula de administracion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7; y
poner en contacto la célula con la molécula de administracion.

9. Una célula que comprende o codifica la molécula de administracién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

10. Un acido nucleico que codifica la molécula de administracion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
ar,y
opcionalmente, en el que el acido nucleico es un vector para la expresion de la molécula de administracion

11. Uso de la molécula de administracion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para acompafar in
vitro una carga en una célula por transduccion.

12. Una molécula de administracion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o una célula de acuerdo
con la reivindicacion 9, para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad.

13. Un método para maodificar la funciéon celular en un cultivo celular que comprende administrar una composicion
que comprende una molécula de administracién de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7.

14. Un método para inducir una célula madre pluripotente in vitro por transduccién de una o mas moléculas de
administracion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en una célula no pluripotente.

15. Una composicion farmacéutica que comprende una molécula de administracion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 o que comprende una célula de acuerdo con la reivindicacion 9, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

16. La molécula de administracion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la carga
comprende una nanoparticula, para su uso en imagenes de células.

58



ES 2733286 T3

Figura 1

i
@
x
~
=~

Ctehy

:

:

Ggim

NIH33 (100

59



ES 2733286 T3

Figura 1 continuacién
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Figura 2
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Figura 2 continuacion
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Figura 3
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Figura 3 continuacion
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Figura 3 continuacién
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Figura 4 continuacion
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Figura 4 continuacion
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Figura 5 continuacion
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Figura 6
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Figura 7 continuacion
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Figura 7 continuacion
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 17
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Figura 17 continuacién
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Figura 17 continuacién
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 19 continuacion
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 21 continuacion

c Permeable a las células Impermeable a las células
(Ligando verde (Ligando HALOTAG
HALOTA¢ Oregon) AlexaFluor486)

Fluorescencia verde
relativa

1 h-5 h de transduccion a 20pg/mi

95



Figura 22

ES 2733286 T3

1h

d

MNIM31E: ih

a

ME3E:

pH7.5
pHS.5

P
Py

MR
EZd mbect

SRR

X .?
o
" »
o o o e a
2 & < &
5 & o s
BIOUS9SaI0N| 4

yi

euelquisw B uoliun

96

28ugiml

Wpgiml
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Figura 22 continuacion
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Figura 23

a

Adicion de proteinas Analizar
NIH3t3 .
w_ﬁ_ﬂ_,u..“....k.h_y_“:}‘ %ﬁ P —
‘ ¢
Medio de crecimiento
Lavar
Pre.ih 1h
1h ! ]
4 g transducir +1

Lavar Lavar

-6h 1h
: i -

th-ih | Pre-th L 1h

-4 ) Transduc;;w +1 Atrapar Trénducirde nuevo 4.7
b NIHt3t: Retransduccion
1500 -
&
1000 4

500 4

Fluorescencia roja relativa

W5
Qﬁ' Retransduccion de P21-mR-8R después de (h):

99



ES 2733286 T3

Figura 24

d
mR-NEO-8R

P21-mR-NEO-BR  p21

MEF (G418 180pg/ml}
400000 4

30000 -
206000 -

100000 4 i

Numero de células

mR-NEOBR P21T-mR
{jgiml) -NEC-8R

(poimi}

Ninguno -
SIN NEO

100



ES 2733286 T3

Figura 25
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Figura 27
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Figura 28
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Figura 32
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Figura 34
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(%) oJans ap alejusaiod
ge 0c Gl 0l G

L i

0
0

* .

0l
.

-0¢

0t
oy

+-

0s
09

dNIN + H8lcd Wnim

B0/

dNW + H8lcd ON+

08
06

(%,) sen|as se|
u0D OpEIJOSE 01131y ap slejuadlod

H8lZd+dNIN ¥8lZd dNIN SUON
N g N O..
S g R -G 0
N l — L t
W4S e VNI z Gl
%0L ol Z
G2
S
g'e
¥
(lw/Brl)  ouenxap ap ugIOEIUSIUOD -
09 oy 0¢ 0 m
L 1 1 i O W
* * o, B
0z n @
0E oo
oy Z3
05 =
u 09 ~o
oo <8
08 o
I\#om g
001 8
=

(jw/Brl) euueday ep uoERU8OUOD

09 Oy 0¢

0

10
ot

174
o€

oy

wi0S
09

o 0.
08

06

(9%) se|n@a sg|
uo? opeloose ollaly ap afejussiod

111



ES 2733286 T3

Figura 36
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