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DESCRIPCION
Péptido de penetracion celular, conjugado que comprende el mismo y composicion que comprende el conjugado

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a péptidos de penetracion celular derivados de la enzima telomerasa transcriptasa
inversa humana (hTERT), a conjugados de los péptidos de penetracion celular, a principios activos y a
composiciones que comprenden el conjugado.

Antecedentes

Aunque las sustancias de bajo peso molecular, acidos nucleicos, proteinas, nanoparticulas, etc., tienen grandes
potenciales como sustancias terapéuticas a nivel molecular, sus usos son limitados debido a la incompetencia para
penetrar en los tejidos y la membrana celular. El desarrollo de un sistema para suministrar tales sustancias a la
célula ha sido el area activa de investigacion en las ultimas dos décadas. El transporte de las sustancias dentro de la
célula ha sido un tema de conversacion en un tratamiento de procedimiento molecular. Las sustancias de bajo peso
molecular, los acidos nucleicos o las nanoparticulas se transportaron dentro de la célula por varios reactivos,
electroporacion o choque térmico. Sin embargo, fue dificil encontrar un procedimiento adecuado de suministro de
proteinas dentro de la célula sin interrumpir la actividad y la integridad de las proteinas. En la década de 1980, en la
investigacion realizada sobre el estudio de la capacidad de penetracion celular del VIH, se descubrié que la proteina
VIH-TAT que consiste en 11 aminoacidos especificos juega un papel importante en un proceso de transporte dentro
de la célula. Por lo tanto, en la década de 1990, los estudios sobre como encontrar el procedimiento correcto para
transportar proteinas dentro de la célula han sido el area intensa de investigacion.

Mitu y col. (Bioconjugate Chemistry 2009;20(10):1860-1868) y Brugnano y col. (Biomolecular Concepts 2010; 1 (2))
describen péptidos de penetracion celular y, en el caso de Mitu y col., también péptidos de penetracion celular
enlazados a agentes de contraste.

Se sabe que un teldmero es una secuencia repetitiva de material genético encontrado en los extremos de
cromosomas que evita que los cromosomas se dafien o se unan a otros cromosomas. La longitud del telémero se
acorta en cada division celular y, después de un determinado nimero de divisiones celulares, la longitud del
teldmero se acorta extremadamente en la medida que la célula deja de dividirse y muere. Por otro lado, se sabe que
el alargamiento de los telémeros amplia el lapso de vida de una célula. Por ejemplo, las células cancerosas excretan
una enzima denominada telomerasa, que evita el acortamiento de los telémeros, dando como resultado de esta
manera la proliferacion de células cancerosas.

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un novedoso péptido vehiculo de penetracion celular.
Otro objeto de la presente invencion es proporcionar el polinucledétido que codifica el péptido novedoso.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un conjugado de un principio activo y un péptido de penetracion
celular.

Otro objeto de la presente invencidn es proporcionar una composicién que comprende un conjugado de un principio
activo y un péptido de penetracion celular.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar una composicion farmacéutica que comprende un conjugado de
un principio activo y un péptido de penetracion celular.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar una composicion cosmeética funcional que comprende un
conjugado de un principio activo y un péptido de penetracion celular.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar una composicion de alimentacion saludable que comprende un
conjugado de un principio activo y un péptido de penetracion celular.

Sumario de la invenciéon

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas.

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un conjugado de un péptido vehiculo de penetracion celular y un
principio activo, en el que el péptido vehiculo es un péptido que consiste en al menos una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1-6 o un péptido que tiene al menos un 80 % de homologia con al menos una de SEQ ID NO: 1-6,
en el que el péptido que tiene al menos un 80 % de homologia retiene la capacidad de penetracion celular de
cualquier secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1-6 y en el que dicho conjugado es capaz de administrar el
principio activo en una célula.

En una realizacion, el péptido vehiculo consiste en una secuencia de aminoacidos cualquiera de SEQ ID NO: 1-6.
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En una realizacién, el principio activo es

a) al menos uno seleccionado de una proteina, un acido nucleico, un péptido, un lipido, un lipido de glicol, un
mineral, un azucar, una nanoparticula, un producto biolégico, un agente de contraste, un farmaco y un
compuesto quimico; o

b) una proteina o un péptido, opcionalmente una citocina, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una enzima
terapéutica, un receptor soluble o un ligando.

En una realizacion, el péptido vehiculo y el principio activo estan

a) conjugados a través de un enlace covalente, opcionalmente mediado por un enlazador; o
b) conjugados a través de un enlace no covalente.

En una realizacion, el péptido vehiculo se combina con isotiocianato de fluoresceina o Proteina Fluorescente Verde
(GFP).

En una realizacion, el principio activo es un agente de contraste.

En una realizacién, el agente de contraste se selecciona del grupo que consiste en un agente de contraste
radioopaco, un agente de contraste paramagnético, un agente de contraste superparamagnético y un agente de
contraste CT.

En una realizacion, el agente de contraste se basa en hierro, opcionalmente un carboxilato de ferroceno.

En una realizacion en la que el principio activo es un agente de contraste, el conjugado es para su uso en contrastar
una célula, opcionalmente una célula madre.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a una composicion que comprende el conjugado de acuerdo con el
primer aspecto, que es una composicion farmacéutica, una composicion cosmética o una composicion de alimentos
saludables.

En una realizacién, la composicién farmacéutica es para el tratamiento o la prevencion de una enfermedad.

En una realizacion, la composicion farmacéutica para dicho uso es para el tratamiento o la prevencién de un cancer,
un trastorno inmunitario o una enfermedad asociada a un mal funcionamiento de los fibroblastos.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para administrar un principio activo en una célula,
opcionalmente en mitocondrias, que comprende administrar el conjugado del primer aspecto o la composicion del
segundo aspecto a una célula in vitro, en el que el péptido vehiculo es un péptido de penetracion celular que logra la
administracion del principio activo en la célula.

En un cuarto aspecto, la invencioén se refiere a un péptido vehiculo que penetra en las células, en el que el péptido
vehiculo es un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-4 y 6 o
un péptido que tiene al menos un 80 % de homologia con una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-4 y 6.

En un quinto aspecto, la invencién se refiere a un polinucleétido que codifica el péptido de acuerdo con el cuarto
aspecto.

En un sexto aspecto, la invencién se refiere a una célula transformada que comprende un vector que comprende el
polinucleétido de acuerdo con el quinto aspecto.

Aplicabilidad industrial

Los principios activos que son dificiles de transportar dentro de una célula pueden transportarse facilmente dentro de
una célula usando el péptido o el conjugado del péptido y los principios activos, desvelados en la presente invencion.
Esto significa que la efectividad de los principios activos puede aumentarse y por lo tanto la dosificacion puede
reducirse. Como resultado, los efectos secundarios debidos a la administracion de farmacos pueden minimizarse y
puede aumentarse la eficacia del tratamiento. Especialmente, como se administran los farmacos localmente en las
mitocondrias, pueden mejorarse las enfermedades o los trastornos relacionados con las mitocondrias y puede
aumentarse la eficacia de la profilaxis y el tratamiento de enfermedades. En un caso de cosméticos, con una
pequefa cantidad de principios activos, puede crear un efecto excepcional. Al conjugar un péptido con una sustancia
de contraste, puede usarse como sustancia de contraste para monitorizar un procedimiento de trasplante celular o
células trasplantadas en un tratamiento celular. Especialmente, puede usarse eficazmente como sustancia de
contraste para las células madre inyectadas dentro de un cuerpo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa la esquematizacion del gen indicador de la SEQ: 1 a la SEQ: 6 son construcciones de
fusién de proteina fluorescente verde mejorada (proteina fluorescente verde mejorada, EGFP) producidas por el
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procedimiento de clones de ADN recombinante (clon). La Figura 2 a la Figura 7 representan e ilustran que la
captacion celular de los nimeros de células de una célula Hela tratada después de que FITC se fusioné con el
péptido de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 y se analiz6 por citometria de flujo (Citometria de flujo). Las células de
control se trataron solo con FITC.

La Figura 8 a la Figura 11 representan e ilustran que la captacion celular de los nimeros de células de una linea
celular Huh7 tratada después de que FITC se fusiond con el péptido de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 3y SEQ ID
NO: 6 y se analizo por citometria de flujo (Citometria de flujo). Las células de control se trataron solo con FITC.
La Figura 12 a la Figura 15 representan e ilustran que la captacién celular de los nimeros de células de una
linea celular humana de linfocitos T tratada después de que FITC se fusiond con el péptido de SEQ ID NO: 1 a
SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 6 y se analizo por citometria de flujo (Citometria de flujo). Las células de control se
trataron solo con FITC.

La Figura 16 a la Figura 21 representan e ilustran que el resultado de la toxicidad y la viabilidad celular de una
célula Hela tratada después de que FITC se fusion6 con el péptido de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 y se
analizo por citometria de flujo (Citometria de flujo). Las células de control se trataron solo con FITC.

La Figura 22 a la Figura 27 representan e ilustran que la penetracion celular de la proteina de fusion pep(CPP)-
EGFP se analizo por citometria de flujo y microscopia confocal.

Descripcion detallada de la invenciéon

Las proteinas, los acidos nucleicos, los péptidos o los virus, etc. tienen un gran potencial para usarse como
sustancias terapéuticas. Sin embargo, sus usos son limitados porque no pueden penetrar en los tejidos y la
membrana celular debido a los tamafios del nivel molecular. Aunque, el tamafio de las moléculas es pequefio, no
pueden penetrar la bicapa lipidica debido a la estructura o caracteristicas de las moléculas. Por lo tanto, mediante el
uso de electroporacion, choque térmico, etc., hubo intentos de transportar proteinas, acidos nucleicos, péptidos o
virus dentro de la célula; fue dificil transferirlos sin dafar la membrana celular ni mantener los estados activos de las
moléculas anteriores. Se han realizado muchos estudios ya que la proteina TAT (el activador Trans-Activador de la
Transcripcion) derivada del VIH (virus de inmunodeficiencia humana) ha demostrado funcionar como péptido
penetrador celular que puede transportar enormes sustancias activas dentro de la célula. Especificamente, se han
realizado estudios sobre sustancias que pueden transportar moléculas enormes tales como proteinas, acidos
nucleicos, péptidos o virus dentro de la célula sin provocar ninguna toxicidad, a diferencia de la proteina TAT que
provoca toxicidad dentro de la célula. Por lo tanto, la presente invencién se completé ya que los presentes inventores
han descubierto que los péptidos derivados de la telomerasa tienen una efectividad sobresaliente como péptido de
penetracion celular sin una toxicidad notable.

Los péptidos se desvelan en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 mostrados en la Tabla 1 a continuacion. La SEQ ID NO:
8 es una secuencia de longitud completa de la proteina de la telomerasa humana. El "nombre" en la Tabla 1 a
continuacién se usé para la distincion de los péptidos. En una realizacion especifica diferente de la presente
invencion, mas de un péptido de los péptidos mencionados en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 puede comprender un
"péptido sintético”, un péptido sintetizado de areas seleccionadas de la telomerasa. En la presente memoria
descriptiva, el término "pep" en el presente documento se refiere a un péptido que tiene una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos entre la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 6 o, un péptido que comprende la secuencia de
aminoacidos por encima del 80 % de homologia con las secuencias anteriormente mencionadas o un fragmento
peptidico de los péptidos anteriormente mencionados.

[TABLA 1]
SEQ |Nombre POSICION EN | SECUENCIA LONGITUD
ID NO. LA
TELOMERASA
1 pep73 [461-480] VYGFVRACLRRLVPPGLWGS 20 aa
2 pep84 [681-700] LGLDDIHRAWRTFVLRVRAQ 20 aa
3 pep98 [961-980] NRGFKAGRNMRRKLFGVLRL 20 aa
4 pep144 [731-750] SIKPQNTYCVRRYAVVQKA 20 aa
5 pep155 [951-970] RTSIRASLTFNRGFKAGRNM 20 aa
LLTSRLRF
6 pep-RIA-148 | [616-623] 8 aa
7 pep1 [611-626] EARPALLTSRLRFIPK 16 aa
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(continuacion)

SEQ | Nombre POSICION EN | SECUENCIA LONGITUD
ID NO. LA
TELOMERASA

MPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLATFVRR
LGPQGWRLVQRGDPAAFRALVAQCLVCVPWD
ARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVLQRLCERGA
KNVLAFGFALLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPN
TVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVLVHLLARCA
LFVLVAPSCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPH
ASGPRRRLGCERAWNHSVREAGVPLGLPAPG
ARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPEPERTPV
GQGSWAHPGRTRGPSDRGFCVVSPARPAEEA
TSLEGALSGTRHSHPSVGRQHHAGPPSTSRPP
RPWDTPCPPVYAETKHFLYSSGDKEQLRPSFL
LSSLRPSLTGARRLVETIFLGSRPWMPGTPRRL
PRLPQRYWQMRPLFLELLGNHAQCPYGVLLKT
HCPLRAAVTPAAGVCAREKPQGSVAAPEEEDT
DPRRLVQLLRQHSSPWQVYGFVRACLRRLVP
PGLWGSRHNERRFLRNTKKFISLGKHAKLSLQ
ELTWKMSVRDCAWLRRSPGVGCVPAAEHRLR
EEILAKFLHWLMSVYVVELLRSFFYVTETTFQK | 143 aa
NRLFFYRKSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSE
AEVRQHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVNM
DYVVGARTFRREKRAERLTSRVKALFSVLNYE
RARRPGLLGASVLGLDDIHRAWRTFVLRVRAQ
DPPPELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIASIIKP
QNTYCVRRYAVVQKAAHGHVRKAFKSHVSTLT
DLQPYMRQFVAHLQETSPLRDAVVIEQSSSLN
EASSGLFDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQG!
PQGSILSTLLCSLCYGDMENKLFAGIRRDGLLL
RLVDDFLLVTPHLTHAKTFLRTLVRGVPEYGCV
VNLRKTVVNFPVEDEALGGTAFVQMPAHGLFP
WCGLLLDTRTLEVQSDYSSYARTSIRASLTFNR
GFKAGRNMRRKLFGVLRLKCHSLFLDLQVNSL
QTVCTNIYKILLLOAYRFHACVLQLPFHQQVWK
NPTFFLRVISDTASLCYSILKAKNAGMSLGAKG
AAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTRHRVTYVPL
LGSLRTAQTQLSRKLPGTTLTALEAAANPALPS
DFKTILD

8 Telomerasa [1-1132]

En una realizacion de la presente invencion el polinucleétido codifica un péptido vehiculo de penetracién celular que
consiste en una cualquiera de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 o un péptido que tiene
mas del 80 % de homologia con las secuencias anteriormente mencionadas. El polinucleétido anteriormente
mencionado permite la produccion de los péptidos en grandes cantidades. Por ejemplo, el cultivo de vectores que
incluyen péptidos polinucleotidos permite la produccion de péptidos en grandes cantidades.

Los péptidos desvelados en el presente documento pueden incluir un péptido que comprende una secuencia de
aminoacidos por encima del 80 %, por encima del 85 %, por encima del 90 %, por encima del 95 %, por encima del
96 %, por encima del 97 %, por encima del 98 % o por encima del 99 % de homologia. Ademas, los péptidos
desvelados pueden incluir un péptido que comprende una cualquiera de la secuencia de aminoacidos entre la SEQ
ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 6 o sus fragmentos y un péptido con mas de 1 aminoacido transformado, mas de 2
aminoacidos transformados, mas de 3 aminoacidos transformados, mas de 4 aminoacidos transformados, mas de 5
aminoacidos transformados, mas de 6 aminoacidos transformados o mas de 7 aminoacidos transformados.

En una realizacion de la presente divulgacion, los cambios en la secuencia de aminoacidos pertenecen a la
modificacion de las caracteristicas fisicas y quimicas del péptido. Por ejemplo, la transformaciéon de aminoacidos
puede realizarse mejorando la estabilidad térmica del péptido, alterando la especificidad del sustrato y cambiando el
pH 6ptimo.

El término "aminoacido" en el presente documento incluye no solamente los 22 aminoacidos convencionales que se
integran de forma natural en el péptido sino también los isomeros D y los aminoacidos transformados. Por lo tanto,
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en una realizacion especifica de la presente invencion, un péptido en el presente documento incluye un péptido que
tiene D-aminoacidos. Por otro lado, un péptido puede incluir aminoacidos no convencionales tales como los que se
han modificado post-traduccionalmente. Los ejemplos de modificacion post-traduccional incluyen fosforilacion,
glucosilacion, acilacion (incluyendo acetilacion, miristoilacion, palmitoilacion), alquilacion, carboxilacion, hidroxilacion,
glicacion, biotinilacion, ubicuitinilacion, transformacion en propiedades quimicas (por ejemplo, desimidacion por
retirada de 3, desamidacion) y transformacion estructural (por ejemplo formacién de puentes disulfuros). Ademas, se
incluyen cambios de aminoacidos y los cambios de aminoacidos se producen debido a una reaccion quimica durante
el procedimiento de combinacion con reticuladores para la formacién de un conjugado peptidico.

Un péptido desvelado en el presente documento puede ser un péptido de tipo silvestre que se ha identificado y
aislado de fuentes naturales. Por otro lado, cuando se compara con los fragmentos peptidicos de una cualquiera de
entre la secuencia amino SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 6, los péptidos desvelados en el presente documento
pueden ser mutantes artificiales que comprenden uno o mas aminoacidos sustituidos, eliminados y/o insertados. La
alteracion de aminoacidos en el polipéptido de tipo silvestre - no solo en mutantes artificiales - comprende la
sustitucién conservativa de aminoacidos que no influyen en el plegamiento y o la activacion de proteinas. Los
ejemplos de sustitucion conservativa pertenecen al grupo que consiste en aminodacidos basicos (arginina, lisina e
histidina), aminoacidos acidos (acido glutamico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina y asparaginas),
aminoacidos hidrofobos (leucina, isoleucina, valina y metionina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y
tirosina) y aminoacidos pequefios (glicina, alanina, serina y treonina). Las sustituciones de aminoacidos que
generalmente no alteran la actividad especifica se conocen en la técnica de la presente invencion. Las alteraciones
mas comunes producidas son Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe,
Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu, Asp/Gly y las alteraciones opuestas. Otro ejemplo de
sustituciones conservativas se muestra en la siguiente Tabla 2.

[TABLA 2]

Aminoacido original | Ejemplos de sustitucion de restos | Sustitucién de restos preferible
Ala (A) val; leu; ile Val
Arg (R) lys; gin; asn Lys
Asn (N) gln; his; asp, lys; arg GIn
Asp (D) glu; asn Glu
Cys (C) ser; ala Ser
Gin (Q) asn; glu Asn
Glu (E) asp; gln Asp
Gly (G) ala Ala
His (H) asn; gin; lys; arg Arg
lle (1) leu; val; met; ala; phe; norleucina Leu
Leu (L) norleucina; ile; val; met; ala; phe lle
Lys (K) arg; qln; asn Arg
Met (M) leu; phe; ile Leu
Phe (F) leu; val; ile; ala; tyr Tyr
Pro (P) ala Ala
Ser (S) thr Thr
Thr (T) ser Ser
Trp (W) tyr; phe Tyr
Tyr (Y) trp; phe; thr; ser Phe
Val (V) ile; leu; met; phe; ala; norleucina Leu

La transformacion sustancial de las propiedades bioldgicas de los péptidos se realiza seleccionando una sustitucion
significativamente diferente en las siguientes efectividades: (a) la efectividad en el mantenimiento de la estructura del
esqueleto del polipéptido en el area de sustitucion, tales como laminas o estructuras helicoidales tridimensionales,
(b) la efectividad en el mantenimiento de la carga eléctrica o la hidrofobicidad de la molécula en el area diana o (c) la
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efectividad en el mantenimiento de la mayor parte de la cadena lateral. Los restos naturales se dividen en grupos por
las propiedades generales de la cadena lateral como las siguientes:

(1) hidrofobicidad: Norleucina, met, ala, val, leu, ile;

(2) hidrofilidad neutra: cys, ser, thr;

(3) acidez: asp, glu;

(4) basicidad: asn, gin, his, lys arg;

(5) resto que afecta la orientacion de la cadena: gly, pro; y
(6) aromaticidad: trp, tyr, phe.

Las sustituciones no conservativas pueden realizarse intercambiando un miembro de las clases anteriores por
diferentes clases. Cualquier resto de cisteina que no esté relacionado con el mantenimiento de la estructura
tridimensional adecuada del péptido puede sustituirse tipicamente por serina, aumentando de esta manera la
estabilidad oxidativa de la molécula y evitando la reticulacion inapropiada. Por el contrario, puede lograrse una
mejora de la estabilidad afiadiendo enlace o enlaces cisteina al péptido.

Los tipos alterados de variantes de aminoacidos de los péptidos son aquellos que cambiaron el patréon de
glucosilacion de anticuerpos. El término "cambio” en el presente documento se refiere a la eliminacion de al menos
un resto de carbohidrato que se encuentra en un péptido y/o la adicion de al menos un resto glucosilado que no
existe dentro de un péptido.

La glucosilacion en péptidos esta tipicamente conectada a N o conectada a O. La expresiéon "conectado a N" en el
presente documento se refiere a que los restos de carbohidratos estan unidos a la cadena lateral de los restos de
asparagina. Como secuencias de tripéptidos, asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina (en las que la X es
cualquier aminoacido excepto prolina) son la secuencia de reconocimiento para unir enzimaticamente el resto de
carbohidrato a la cadena lateral de la asparagina. Por lo tanto, con la presencia de una de estas secuencias de
tripéptidos en un polipéptido, se crean los posibles sitios de glucosilacion. "Glucosilacion conectada a O" significa
unir uno de azucar N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa a aminoacidos de hidroxilo. Los aminoacidos de
hidroxilo son mas tipicamente serina o treonina, pero pueden usarse 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La adicion del sitio de glucosilacion a un péptido se realiza convenientemente cambiando la secuencia de
aminoacidos para que contenga la secuencia de tripéptidos mencionada anteriormente (para sitios de glucosilacion
enlazada a N). Estos cambios pueden realizarse mediante la adicién de al menos un resto de serina o treonina a la
primera secuencia de anticuerpos o mediante sustitucion con esos restos (para sitios de glucosilacion enlazados a
0).

En una realizacién de la presente invencion, se proporciona un péptido de penetracion celular que consiste en una
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 o un péptido que tiene una
homologia superior al 80 % de la secuencia de aminoacidos con las secuencias mencionadas anteriormente.

La divulgaciéon también permite que se proporcione una composicion farmacéutica que comprende el péptido como
un sistema de administracion de farmacos para transportar mas de un principio activo, en la que el péptido
comprende una cualquiera de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6, el péptido tiene una
homologia superior al 80 % con la secuencia mencionada anteriormente o el péptido es un fragmento del péptido
mencionado anteriormente.

Un péptido que comprende una cualquiera de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6, un
fragmento del péptido mencionado anteriormente, o un péptido que tiene una homologia superior al 80 % con la
secuencia mencionada anteriormente, es seguro y tiene una efectividad sobresaliente como péptido de penetracion
celular. Por lo tanto, el péptido puede conjugarse con un farmaco para transportar el farmaco dentro de la célula.

En una realizaciéon de la presente invencion, se proporciona un conjugado de un péptido y un principio activo para
transportarse, en el que el péptido consiste en al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID
NO: 6, en la que el péptido que tiene al menos un 80 % de homologia retiene la capacidad de penetracion celular de
una cualquiera de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1-6 y en la que dicho conjugado es capaz de
administrar el principio activo en una célula o el péptido tiene una homologia superior al 80 % con el péptido
mencionado anteriormente. En una realizacién de la presente invencion, un principio activo puede ser al menos uno
seleccionado de proteinas, acidos nucleicos, péptidos, lipidos, glucolipidos, minerales, azucares, sustancias de
contraste, farmacos y compuestos quimicos. En una realizacion de la presente invencion, los principios activos
pueden ser péptidos. En una realizacién de la presente invencion, los principios activos pueden ser citocinas, un
anticuerpo, fragmentos de anticuerpo, enzimas terapéuticas, receptores solubles o ligandos.

Un péptido de penetracion celular desvelado en el presente documento significa un péptido que puede transportar
carga desde in vitro ylo in vivo hacia el interior de la célula. Una "carga" desvelada en el presente documento
comprende todas las sustancias que pueden transportarse dentro de la célula a través de conjugacion con un
péptido de penetracion celular, por ejemplo, todas las sustancias que desean aumentar la efectividad de penetracion
celular, especificamente farmacos, cosméticos o principios activos de alimentos saludables, mas especificamente
sustancias que no pueden transportarse dentro de la célula por la via general, mas especificamente, azlcares,
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nanoparticulas, formulacion bioldgica, virus, sustancias de contraste u otros compuestos quimicos que pueden tener
proteinas, acidos nucleicos, un péptido, minerales, glucosa como un ejemplo, pero no limitado a esos. Un "farmaco"
desvelado en el presente documento es un concepto amplio que incluye una sustancia que se transportara para el
alivio, la profilaxis, el tratamiento o el diagndstico de enfermedades, heridas o un sintoma especifico.

Un "péptido vehiculo" desvelado en el presente documento es un péptido que puede transportar principios activos a
un sitio diana a través de la conjugacion con principios activos.

En una realizacion de la presente invencion, la proteina o el péptido como carga comprenden uno o mas de
hormonas, analogo hormonal, enzima, inhibidores enzimaticos, proteinas (o péptidos) de transferencia de sefial,
anticuerpo y vacuna, pero no limitado a esos. En una realizacién de la presente invencion, un acido nucleico es una
molécula que pueden ser moléculas de ADN o de ARN espontaneas o artificiales, ya sean monocatenarias o
bicatenarias. La molécula de acido nucleico puede ser una o mas acidos nucleicos del mismo tipo (por ejemplo, que
tienen una misma secuencia de nucleodtidos) o acidos nucleicos de diferentes tipos. Las moléculas de acido nucleico
comprenden uno o mas ADN, ADNc, ADN sefiuelo, ARN, ARNip, miARN ARNhp, ARNtp, ARNnop, ARNnp PNA,
oligémero antisentido, plasmidos y otros acidos nucleicos modificados, pero no limitado a esos. En una realizacion
de la presente invencion, el virus comprende el virus entero o el nucleo del virus que incluye los acidos nucleicos del
virus. En una realizacion de la presente invencion, una sustancia quimica es una indicaciéon amplia que comprende
una sustancia natural o sintética que puede actuar como un farmaco.

Un fendmeno en el que la expresion de ADN especifica estda controlada por ARN bicatenario (ARNbc) en un
procedimiento de expresion de ADN se denomina interferencia de ARN; iARN. Desde que el fendmeno se descubrid
por primera vez en C. elegans en 1998, se descubri6 que el fendmeno es comun en las plantas, moscas de la fruta y
mamiferos (Fire y col., Nature, 391:806-811, 1998; Novina y Sharp, Nature, 430:161-164, 2004).

La interferencia de ARN esta mediada por ARNbc que tiene 19-25 pb que entra en las células, tras lo que se
combina con RISC (complejo silenciador inducido por ARN). La unién de la cadena antisentido de ARNbc a la
secuencia complementaria de ARNm desencadena la degradacion del ARNm diana por la enzima endonucleasa
encontrada en el complejo RISC (Rana, T. M., Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 8:23-36, 2007; Tomari, Y. y Zamore, P. D.,
Genes Dev., 19: 517-529, 2005). En ofras palabras, el ARNip esta implicado en la interferencia de ARN al suprimir la
produccion de proteinas especificas y por lo tanto al interferir con la expresion de ADN. EI ARNip que consiste en
19-23 nucledtidos, forma un par de bases de acuerdo con el orden complementario de ARNm para el ARN
mensajero especifico (ARNm) para formar ARN bicatenario. Después de eso, el ARN bicatenario se desintegra
especialmente al mismo tiempo que se retira el ARN mensajero de las células. El ARNip se ha destacado como una
sustancia para la terapia génica porque mostré un efecto sobresaliente en la supresion de la expresion de ADN
especifico en estudios recientes en animales. EI ARNip con activacion mas alta y seleccion precisa de ADN, se ha
estudiado durante los ultimos 20 afios y se espera que reemplace los oligonucledtidos antisentido que actualmente
se usan como remedio. Por lo tanto, muchas compafiias farmacéuticas estan desarrollando un remedio basado en
ARNip. En comparacion con los oligonucledtidos antisentido existentes, se sabe que el ARNip inhibe la expresion
génica con una cantidad 10 veces menor e inhibe solamente genes diana con una selectividad sobresaliente de
genes. La técnica de ARNip, especialmente para el fin del tratamiento, tiene una gran ventaja ya que puede
disefiarse facilimente en comparacion con otros farmacos y tiene caracteristicas tales como alta selectividad diana e
inhibicién de la expresion génica especifica. Ademas, dado que la supresion de la expresion génica por interferencia
de ARN utiliza el mecanismo presente de forma natural in vivo, la toxicidad es baja. Sin embargo, el ARNip tiene la
desventaja de que no puede transportarse facilmente a una célula ya que no puede penetrar en la membrana celular
ya que es anionico y se descompone facilimente en un corto periodo de tiempo debido a la baja estabilidad in vivo.
Esta desventaja del ARNip puede resolverse conjugando con un péptido vehiculo descrito en el presente
documento.

En una realizaciéon de la presente invencion, los farmacos transportados dentro de la célula por el péptido de
penetracion celular pueden comprender uno o mas transportadores de farmacos como liposoma, micelas,
nanoparticulas, particulas magnéticas o puntos cuanticos.

La expresion "sustancia de contraste" desvelada en el presente documento es una indicacién amplia que comprende
todas las sustancias usadas para contrastar estructuras o fluidos dentro del cuerpo en formaciones de imagenes
médicas. Una sustancia de contraste apropiada comprende agente de contraste radioopaco, un agente de contraste
paramagnético, un agente de contraste superparamagnético, CT (tomografia computarizada) y otras sustancias de
contraste, pero no limitado a esos. Por ejemplo, un agente de contraste radioopaco (para formacién de imagenes de
rayos X) comprendera un compuesto de yodo inorganico y un compuesto de yodo organico (por ejemplo,
diatrizoato), metales radiopacos y sus sales (por ejemplo, plata, oro, platino, etc.) y otros compuestos radioopacos
(por ejemplo, sales de calcio, sales de bario tales como sulfato de bario, tantalo y tantalo oxidado). Una sustancia de
contraste paramagnético apropiada (para formacion de imagenes de RM) comprende &acido gadolinio dietilen
triaminopentaacético (Gd-DTPA) y sus derivados, otro gadolinio, manganeso, hierro, disprosio, cobre, europio, erbio,
cromo, complejo de niquel y cobalto, por ejemplo, acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecan-N,N',N",N"-tetraacético
(DOTA), acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecan-N,-N',N"-triacético (DO3A),
ACIDO 1,4,7-triazaciclononano-N,N',N"-TRIACETICO (NOTA), acido 1,4,8,10-tetraazaciclotetradecano-N,N',N",N"-
tetraacético (TETA), acido hidroxibenciletiiendiamina diacético (HBED). Una sustancia de contraste
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superparamagnética apropiada (para formacién de imagenes de RM) comprende magnetita, 6xido de hierro super
paramagnético (SPIO), 6xido de hierro superparamagnético ultrapequefio (USPIO) y 6xido de hierro monocristalino.
Otras sustancias de contraste apropiadas son agentes de contraste CT yodados, no yodados, idnicos y no idnicos,
una sustancia de contraste como etiqueta rotativa o agente eficaz para el diagnéstico.

Otros ejemplos de sustancias de contraste comprenden (-galactosidasa, Proteina Verde Fluorescente, Proteina
Cian Fluorescente, luciferasa, pero no limitado a esos, y un gen marcador que codifica proteinas que pueden
detectarse facilmente cuando se expresan dentro de las células. Pueden usarse varios marcadores tales como
radionuclidos, harina, enzima, enzima-sustrato, cofactores enzimaticos, inhibidores enzimaticos, ligandos
(especialmente hapteno).

En un ejemplo de la presente invencion, una sustancia de contraste es el acido ferrocenocarboxilico de la férmula
quimica 2 a continuacion. La estructura del ferroceno se muestra en la férmula quimica 1.

[Férmula quimica 1]

[Férmula quimica 2]

Fe

>

En un ejemplo de la presente invencion, un conjugado de péptido de penetracion celular y una sustancia de
contraste es Ferrocenocarboxilico-pep (Ferrocenocarboxilico-pep) que se muestra en la formula quimica 3 a
continuacion.

[Férmula quimica 3]

En una realizacion de la presente invencion, un péptido o composicién puede fusionarse con uno o mas marcadores
detectables. Los marcadores pueden ser compuestos que pueden detectarse en respuestas quimicas, fisicas o
enzimaticas, o compuestos que generan sefiales directa o indirectamente en las respuestas. El marcaje y la
deteccion después de eso pueden realizarse de acuerdo con el procedimiento conocido en la técnica (por ejemplo,
Sambrook, J. y Russel, D.W.(2001); y Lottspeich, F. y Zorbas H. (1998) Bioanalytik, Spektrum Akademischer Verlag,
Heidelberg/Berlin, Alemania). Los marcadores comprenden marcador fluorescente, marcador enzimatico, marcador
cromogénico, marcador luminiscente, marcador de radiacién, hapteno, biotina, complejo de metal, oro metal y
coloidal, pero no limitado a esos. Todas las formas de estos marcadores son bien conocidas en este campo de
trabajo, pueden obtenerse comercialmente de diversos proveedores.

En una realizacion de la presente divulgacion, una carga puede combinarse directamente con el péptido. En otra
realizacion de la presente divulgacion, una carga puede combinarse con el péptido a través de diversos tipos de
enlaces tales como enlaces covalentes o no covalentes. Una carga, por ejemplo, puede combinarse con el N-
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terminal o C-terminal del péptido en una realizacién de la presente invencion. Por ejemplo, una carga puede estar
unida al péptido mediante enlaces disulfuro o enlaces covalentes. Los enlaces covalentes son los enlaces que una
carga puede unirse a la a-amina del glutamato N-terminal, o la amina de los restos de lisina C-terminales. Ademas,
un péptido y una carga pueden combinarse mediante un enlace no covalente, que puede tener un péptido o una
carga puede encapsular al otro en forma de capsula.

En otra realizacion de la presente divulgacion, un péptido puede combinarse con una carga a través de un
enlazador. Por ejemplo, un péptido puede combinarse con una carga uniendo una carga a un conector después de
introducir un conector tales como el conector Hynic (acido 6-hidrazinopiridin-3-carboxilico), a la a-amina del
glutamato N-terminal, o la amina de los restos de lisina C-terminales.

En otra realizacion de la presente divulgacion, cuando una carga es ADN o ARN, el grupo SH (grupo tiol) se
introduce en el péptido y el grupo maleimida se introduce en el ADN o ARN, después, el grupo SH del péptido y el
grupo maleimida de ADN o ARN se combinan, creando asi un enlace entre la carga y el péptido.

En otra realizacion de la presente divulgacion, cuando una carga es un péptido o proteina, el ADN que expresa una
carga se combina con el ADN que expresa un péptido vehiculo, y al expresar esto, una carga y un péptido pueden
combinarse como una forma de proteina de fusion. Los ejemplos especificos de combinacion por una proteina de
fusion son los siguientes: cuando se fabrica el cebador para la produccion de proteina de fusion, un nucleétido que
codifica un péptido vehiculo se une en frente de un nucleétido que expresa una carga y el nucleétido obtenido se
inserta en un vector tales como el vector pET usando una enzima de restriccion y el nucleotido se expresa mediante
transformacion en una célula tales como BL-21 (DE3). En este momento, una proteina de fusion debe expresarse
eficazmente al tratarla con un agente inductor de la expresiéon como IPTG (isopropil-1-tio-3-D-galactopirandsido).
Después, la proteina de fusion expresada se purifica mediante purificacion con etiqueta His y se dializa con PBS y
se afiade a un kit para concentrarla mediante centrifugacion en tal condicion durante 5 a 20 minutos a 2.000 a 4.000
rpm.

En una realizacion de la presente invencion, un péptido vehiculo se combina con sustancias de tincién, sustancias
fluorescentes, especificamente FITC (isotiocianato de fluoresceina) o GFP (proteina fluorescente verde). En una
realizacion de la presente invencién, FITC se combina con el grupo amino (NH%*) de lisina en el N-terminal o C-
terminal de un péptido vehiculo. En el caso de un péptido, en el que la lisina no existe en su extremo, el péptido
puede combinarse con FITC a través de un conector que incluye lisina.

El péptido vehiculo desvelado en el presente documento que es el péptido que comprende una cualquiera de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 o el péptido que tiene mas del 80 % de homologia de
secuencia de aminoacidos con los péptidos mencionados anteriormente o un fragmento del péptido mencionado
anteriormente, puede combinarse con una carga en una fraccion molar de 1:1, pero puede combinarse en una
fraccion molar distinta de 1:1. Por ejemplo, una fraccion molar de CPP y una carga puede ser mas de 2:1,
especificamente, mas de 2:1, mas de 3:1, mas de 4:1, mas de 5:1, mas de 6:1, mas de 7:1, mas de 8:1, mas de 9:1
o mas de 10:1. Esto significa que numerosas moléculas de péptidos vehiculo pueden combinarse con una molécula
de carga. Las numerosas moléculas de péptidos vehiculo pueden combinarse en serie o en paralelo. "Combinado en
serie" significa que un péptido vehiculo y una molécula de carga han de combinarse en los aminoacidos terminales.
"Combinado en paralelo" significa que han de combinarse en un sitio distinto de los aminoacidos terminales. Por otro
lado, la fraccion molar de un péptido vehiculo y una carga puede ser mas de 1:2. Esto significa que una molécula de
péptido vehiculo puede combinarse con numerosos numeros de una molécula de carga. Por ejemplo, una fraccion
molar de un péptido vehiculo y una carga puede ser 1:2, especificamente, mas de 1:2, mas de 1:3, mas de 1:4, mas
de 1:5, mas de 1:6, mas de 1:7, mas de 1:8, mas de 1:9 o mas de 1:10.

Puede encontrar facilmente una via de movimiento del péptido combinado con isotiocianato de fluoresceina. Por lo
tanto, un péptido vehiculo en una realizacion de la presente divulgacion se usara para obtener imagenes celulares o
detectar una ruta de suministro de farmacos dentro de una célula.

En una realizacion de la presente divulgacion, se proporciona un uso del péptido como un vehiculo de administracion
de farmacos para transportar mas de un principio activo, en el que el péptido comprende una cualquiera de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 o el péptido es un fragmento del péptido mencionado
anteriormente, o el péptido tiene mas del 80 % de homologia de secuencia de aminoacidos con el péptido
mencionado anteriormente. El uso puede indicar un uso terapéutico o no terapéutico.

En una realizacion de la presente divulgacion, se proporciona un procedimiento para administrar farmacos dentro de
una célula de un sujeto que comprende una etapa de administrar una composicién que comprende un farmaco; y el
péptido; en el que el péptido comprende una cualquiera de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID
NO: 6 o el péptido es un fragmento del péptido mencionado anteriormente, o el péptido tiene mas del 80 % de
homologia de secuencia de aminoacidos con el péptido mencionado anteriormente.

En una realizacion de la presente divulgacion, se proporciona un procedimiento para detectar la ruta de
administracion del farmaco que comprende una etapa de aplicar el péptido y una sustancia de contraste a un sujeto;
en el que el péptido comprende una cualquiera de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 o
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el péptido es un fragmento del péptido mencionado anteriormente, o el péptido tiene mas del 80 % de homologia de
secuencia de aminoacidos con el péptido mencionado anteriormente.

En una realizacion de la presente divulgacion, se proporciona un procedimiento para detectar la ruta de
administracion del farmaco que comprende una etapa de aplicacion del conjugado del péptido y una sustancia de
contraste a un sujeto; en el que el péptido comprende una cualquiera de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1 a SEQ ID NO: 6 o el péptido es un fragmento del péptido mencionado anteriormente, o el péptido tiene mas
del 80 % de homologia de secuencia de aminoacidos con el péptido mencionado anteriormente.

En una realizacion de la presente divulgacion, se proporciona un kit para la administracion de farmacos a una célula
de un sujeto que contiene la composicion e instrucciones, en el que la composicion comprende un conjugado de un
péptido de la divulgacion y un farmaco para administracion, en el que el péptido comprende una cualquiera de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 o el péptido es un fragmento del péptido mencionado
anteriormente, o el péptido tiene mas del 80 % de homologia de secuencia de aminoacidos con el péptido
mencionado anteriormente, en el que las instrucciones incluyen al menos una dosis de administracion, la ruta de
administracion, la frecuencia de administracion y la indicacion de la composicion.

En una realizacion de la presente divulgacion, se proporciona la composicién cosmética o alimenticia que
comprende un principio activo; y el péptido; en la que el péptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1 a SEQ ID NO: 6, el péptido tiene una homologia superior al 80 % de la secuencia de aminoacidos con la
secuencia mencionada anteriormente, el péptido es un fragmento de los péptidos mencionados anteriormente. En
una realizacion de la presente invencién, se proporciona una composicidon cosmética o alimenticia que comprende
un conjugado del primer aspecto de la invencion.

En una realizacion de la presente invencién, se proporciona una composicién farmacéutica, cosmética o alimentaria
con una capacidad sobresaliente para transportar principios activos dentro de una célula, que comprende un
conjugado del primer aspecto de la invencion.

La mitocondria, como un organulo central en el metabolismo energético de una célula eucariota, es un primer
organulo intracelular que se sabe que esta relacionado con enfermedades humanas (Luft R, lkkos D, Palmieri G,
Ernster L, Afzelius B: A case of severe hypermetabolism of non thyroid origin with a defect in the maintenance of
mitochondrial respiratory control: a correlated clinical, biochemical, and morphological study, J Clin Invest 41: 1776-
804, 1962).

Dado que las mitocondrias juegan un papel importante en el control del metabolismo energético de las células y la
apoptosis, actian como una diana principal para diversos farmacos terapéuticos. Ademas, este organulo esta
implicado en el control de la concentraciéon de calcio dentro de la célula, la cadena respiratoria mitocondrial actia
como un sistema de transporte de electrones que es importante en la produccién de energia y provoca la produccion
de especies reactivas de oxigeno. Como resultado, la funcién mitocondrial anormal tiene una estrecha relacion con
enfermedades de adultos tales como la diabetes, cardiomiopatia, infertilidad, ceguera, enfermedades
renales/hepaticas y accidente cerebrovascular (Modica-Napolitano KS, Singh KK: April mitochondria as targets for
detection and treatment of cancer. Expert Rev Mol Med 11:1-19, 2002). Ademas, se esta sugiriendo que las
mutaciones genéticas mitocondriales estén implicadas en el estallido del envejecimiento, enfermedad neuronal
degenerativa y cancer, etc.

El sistema de administracion dirigido a las mitocondrias puede proporcionarse de acuerdo con la realizacion de la
presente divulgacion que puede comprender uno cualquiera de los conjugados mencionados anteriormente, en el
que el péptido vehiculo se mueve localmente hacia las mitocondrias intracelulares y desempefia un papel de
administracion de los principios activos mencionados a las mitocondrias intracelulares locales, en donde el péptido
que tiene mas del 80 % de homologia de la secuencia de aminoacidos con la secuencia mencionada anteriormente y
el fragmento de la misma son los péptidos que mantienen el sistema de suministro dirigido a las mitocondrias, el
péptido dirigido a mitocondrias mencionado anteriormente puede ser el péptido que tiene cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6.

Puede proporcionarse la composicion de ajuste de la actividad mitocondrial, en la que la composicién comprende un
conjugado de un péptido de la invencién y un péptido transportado para el suministro, en el que el péptido vehiculo
se mueve localmente hacia las mitocondrias intracelulares y desempefia un papel de administracion de los principios
activos mencionados a las mitocondrias intracelulares locales, en donde el péptido que tiene mas del 80 % de
homologia de la secuencia de aminoacidos con la secuencia mencionada anteriormente y el fragmento de la misma
son los péptidos que mantienen el sistema de suministro dirigido a las mitocondrias, el péptido dirigido a
mitocondrias mencionado anteriormente puede ser la composicién que tiene cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6.

La composicion de ajuste de la actividad mitocondrial de acuerdo con una realizacién de la presente divulgacion, en
la que la composicién para el tratamiento de enfermedades o trastornos relacionados con las mitocondrias, la
prevencion, la inhibicion del progreso o el alivio de los sintomas como una composiciéon farmacéutica, en la que el
principio activo se tratara para una enfermedad o trastorno relacionado con las mitocondrias, la prevencion, la
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inhibicion del progreso o el alivio de los sintomas.

Las "enfermedades relacionadas con las mitocondrias" desveladas en el presente documento comprenden
enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, MELAS (Encefalomiopatia mitocondrial con acidemia
lactica y episodios similares a accidentes cerebrovasculares); MERRF (mioclono, epilepsia y miopatia con fibras
rojas irregulares; NARP/MILS (debilidad muscular neurogénica, ataxia, retinitis pigmentosa/sindrome de Leigh
heredado de la madre); LHON (neuropatia 6ptica hereditaria de Lebers); KSS (Sindrome de Kearns-Sayre); PMPS
(Sindrome de médula 6sea-pancreas de Pearson); CPEO (oftalnoplegia externa progresiva crénica); Sindrome de
Reye; Sindrome de Alper; Sindrome de delecion de ADNmt mudltiple; sindrome de agotamiento de ADNmt;
Deficiencia del complejo |; Deficiencia del complejo Il (SDH); Deficiencia del complejo IlI; Deficiencia de citocromo ¢
oxidasa (COX, complejo 1V); Deficiencia de complejo V; Deficiencia de translocador de nucledtidos de adenina
(ANT); Deficiencia de piruvato deshidrogenasa (PDH); Aciduria del acido etilmalénico con acidemia de acido lactico;
Aciduria de acido 3-metil glutaconico con acidemia de acido lactico; epilepsia refractaria que representa una
disminucion durante la infeccion; Sindrome de Asperger que representa una disminucion durante la infeccion;
Autismo que representa una disminucion durante la infeccién; trastorno por déficit de atencién e hiperactividad
(TDAH); Paralisis cerebral que representa una disminucion durante la infeccion; Alexia que representa una
disminucion durante la infeccion; Trombocitopenia hereditaria materna; Leucemia; MNGIE (miopatia mitocondrial,
neuropatia periférica y autondmica, disfuncion gastrointestinal y epilepsia); Sindrome de MARIAHS (ataxia
mitocondrial, infeccion recrudescente, afasia, hipouricemia/hipomielinizacion, convulsiones y aciduria de acido
dicarboxilico); Distonia ND6; Sindrome de vémitos ciclicos que representa una disminucion durante la infeccion;
Aciduria de acido 3-hidroxiisobutirico que tiene acidemia de acido lactico; Diabetes con acidemia de acido lactico;
Sindrome neural reactivo de uridina (URNS); Necrosis del estriado bilateral familiar (FBSN); Pérdida auditiva
relacionada con aminoglucésidos; Miocardiopatia relajada; Linfoma de bazo; Sindrome de Wolframs; Sindrome de
deleciones de ADN de mitocondrias multiples; y Sindrome de acidosis tubular renal/diabetes/ataxia, pero no limitado
a esos.

En ofra realizacion de la presente invencién, se proporcionan moléculas de acido nucleico que codifican los
polipéptidos mencionados anteriormente. Las moléculas de acido nucleico, por ejemplo, tienen secuencias de bases
de GAA GCG CGC CCG GCG CTG CTG ACC AGC CGC CTG CGC TTT ATT CCG AAA (Numero de secuencia
181). Los acidos nucleicos pueden introducirse en la célula hospedadora de acuerdo con un procedimiento conocido
por los expertos en la materia. Por ejemplo, los procedimientos conocidos pueden ser el procedimiento de
transformacion por el procedimiento de fosfato de calcio, liposoma, electroporacion, poniendo en contacto un virus y
una célula o microinyeccion directamente en la célula, etc. La célula hospedadora es una célula eucariota superior,
por ejemplo, células de mamifero, o células eucariotas inferiores, tales como una célula de levadura, o células
procariotas, tales como una célula bacteriana. Las células hospedadoras procariotas apropiadas para la
transformacion pueden ser las especies que pertenecen a E. coli, Bacillus subtillis, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas, Streptomyces y especies de microbacterias, como ejemplos.

El vector que incluye las moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente es generalmente un vector de
expresion recombinante y comprende, el origen de replicacion que permite una transformacion de la célula
hospedadora y un marcador seleccionable (por ejemplo, dihidrofolato reductasa para el cultivo de células eucariotas
o tolerancia a neomicina, tolerancia a tetraciclina o a ampicilina en E. coli o el gen TRP1 de S.cerevisiae) y el
promotor para controlar la transcripcién de secuencias de recubrimiento de proteinas. Los vectores de expresion
disponibles son, por ejemplo, plasmidos bacterianos conocidos tales como SV40, derivados de pcDNA y plasmidos
bacterianos conocidos tales como colE1, pCR1, pBR322, pMal-C2, pET, pGEX (Smith, y col., Gene 67:31-40(1988)),
plasmidos tales como pMB9 y su derivado RP4, ADN de fago que es lo mismo que numerosos derivados del fago |
tales como NM989, ADN de fago tales como M13 y ADN de fago monocatenario de tipo filamento; plasmido de
levadura, por ejemplo, ADN o vector de fago inducido a partir de una combinacion de plasmido modificado para usar
secuencias de supresion de expresion y ADN de fago. Los vectores de expresion de mamiferos comprenden el
origen de replicacion, un promotor apropiado y un potenciador. Ademas, pueden comprender sitios obligatorios de
union a ribosomas, sitios de poliadenilacion, donador de empalme y parte del receptor, secuencias de terminacion de
la transcripcion y secuencias no transcripcionales de entablado 5'. Los vectores de expresion de mamiferos pueden
comprender un promotor inducible, por ejemplo, un vector que contiene el promotor de dihidrofolato reductasa,
cualquier vector de expresiébn que contenga casete de expresion DHFR o vector de coamplificacion
DHFR/metotrexato tales como pED (Randal J, kaufman, 1991, Randal J. Kaufman, Current Protocols in Molycular
Biology, 16, 12(1991)). O, el vector de co-amplificacion de glutamina sintetasa/metionina sulfoximina, por ejemplo,
pEE14 (Celltech), Virus Epstein-Barr (VEB) o un vector que dirige la expresion episémica bajo el control del antigeno
nuclear (EBNA), por ejemplo, pueden usarse pREP4 (Invitrogen), pCEP4 (Invitrogen), pMEP4 (Invitrogen), pREP8
(Invitrogen), pREP9 (Invitrogen) y pEBVHis (Invitrogen). Los vectores de expresion de mamiferos seleccionables son
Rc/CMV (Invitrogen) y pRc/RSV (Invitrogen), etc. Los vectores de expresion de mamiferos del virus vacuna que
pueden usarse en la presente invencion son pSC11, pMJ601, pTKgptF1S, etc.

El sistema de vector de expresion de levadura que se usara en la presente invencion es el vector pYES2 sin fusion
(Invitrogen), pYESHisA, B, C de fusion (Invitrogen), vector pRS, etc.

Los vectores mencionados anteriormente pueden introducirse en diversas células, tales como células de mamiferos
que son especialmente las células derivadas de humanos, o bacterias, levaduras, hongos, insectos, nematodos y
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células vegetales. Los ejemplos de células apropiadas son células VERO, células Hela, por ejemplo, N.° de ATCC
CCL2, linea celular CHO, por ejemplo, N.° de ATCC CCL61, células COS, por ejemplo célula COS-7 y célula N.° de
ATCC CRL 1650, W138, BHK, HepG2, 3T3, por ejemplo, N.° de ATCC CRL6361, A549, PC12, célula K562, célula
293, célula Sf9, por ejemplo, N.° de ATCC CRL1711 y célula Cv1, tales como N.° de ATCC CCL70, etc.

Otras células apropiadas para su uso en la presente invencion son cepas de células hospedadoras procariotas, por
ejemplo, las cepas pertenecientes a E. coli (por ejemplo, cepa DH5-a), Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus.

En una realizacion de la presente divulgacion, la composicion puede contener 0,1 pg/mg a 1 mg/mg,
especificamente 1 uyg/mg a 0,5 mg/mg, mas especificamente 10 ug/mg a 0,1 mg/mg de un péptido que comprende
una cualquiera de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6, un péptido que comprende la
secuencia de aminoacidos por encima del 80 % de homologia con la secuencia anteriormente mencionada o un
fragmento del péptido anteriormente mencionado. Cuando el péptido esta contenido en el intervalo mencionado
anteriormente, toda la seguridad y estabilidad de la composicién puede satisfacerse y ser apropiada en términos de
rentabilidad.

En una realizacion de la presente divulgacion, la composicion puede tener aplicacién con todos los animales
incluyendo humano, perro, pollo, cerdo, vaca, oveja, cobaya y mono.

En una realizacion de la presente divulgacion, la composiciéon farmacéutica puede administrarse a través de via oral,
rectal, transdérmica, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, en la médula ésea, por medios epidurales o
subcutaneos.

Las formas de administracion oral pueden ser, pero no se limitan a, comprimidos, pildoras, capsulas blandas o
duras, granulos, polvos, solucién o emulsion. Las formas de administracion no oral pueden ser, pero no se limitan a,
inyecciones, goteos, lociones, pomadas, geles, cremas, suspensiones, emulsiones, supositorio, parche o
pulverizador.

En una realizacion de la presente divulgacion, la composicion farmacéutica, si es necesario, puede contener aditivos,
tales como diluyentes, excipientes, lubricantes, aglutinantes, disgregantes, tampones, dispersantes, tensioactivos,
agentes colorantes, aromaticos o edulcorantes. En una realizacion de la presente invencion, la composicion
farmacéutica puede fabricarse por procedimientos convencionales de la industria en la técnica.

En una realizacién de la presente invencion, el principio activo de la composicién médica puede variar de acuerdo
con la edad del paciente, el sexo, el peso, la patologia y el estado, la via de administracion o el juicio del prescriptor.
La dosificacion basada en estos factores se determina dentro de los niveles de los expertos en la materia y la dosis
diaria, por ejemplo, puede ser, pero no se limita a, 0,1 pg/kg/dia a 1 g/kg/dia, especificamente 1 ug/kg/dia a 10
mg/kg/dia, mas especificamente 10 pg/kg/dia a 1 mg/kg/dia, mas especificamente 50 pg/kg/dia a 100 pg/kg/dia. En
una realizacion de la presente divulgacion, la composicién farmacéutica puede administrarse, pero no se limita a, 1 a
3 veces al dia.

En una realizacion de la presente divulgacion, la composicién cosmética puede proporcionarse en todas las formas
apropiadas para aplicaciones tdpicas. Por ejemplo, las formas pueden proporcionarse como soluciones, emulsiones
obtenidas por dispersion de fase oleaginosa en agua, emulsion obtenida por dispersion de agua en fase oleaginosa,
suspension, solido, gel, polvo, pasta, espuma o aerosol. Estas formas pueden fabricarse por procedimientos
convencionales de la industria en la divulgacion de la técnica.

En una realizacion de la presente divulgacion, la composicion cosmética puede incluir, dentro de niveles que no
danaran el efecto principal, otros ingredientes que pueden aumentar deseablemente el efecto principal. En una
realizacion de la presente invencion, la composicion cosmética puede incluir adicionalmente humectante, agentes
emolientes, tensioactivos, absorbentes de UV, conservantes, fungicidas, antioxidantes, agente de ajuste de pH,
pigmentos organicos o inorganicos, aromaticos, agente refrigerante o antitranspirante. Los expertos en la materia
pueden decidir la proporcion de formulaciéon de los ingredientes mencionados anteriormente dentro de niveles que
no perjudiquen el fin y los efectos de la presente invencion, y la proporcion de formulacion basada en el peso total de
la composicion cosmética puede ser del 0,01 al 5 % en peso, especificamente del 0,01 al 3 % en peso.

En una realizacion de la presente divulgacion, la composicion alimentaria no se limita a las formas, pero por ejemplo
pueden ser granulos, polvo, formas liquidas y solidas. Cada forma puede formarse con ingredientes comunmente
usados en la industria elegidos apropiadamente por los expertos en la materia, ademas del principio activo, y puede
aumentar el efecto con otros ingredientes.

La decision de dosificacion sobre el principio activo mencionado anteriormente esta dentro del nivel de los expertos
en la materia y la dosificacion diaria por ejemplo puede ser de 1 pg/kg/dia a 10 mg/kg/dia, mas especificamente 10
pg/kg/dia a 1 mg/kg/dia, mas especificamente los 50 ug/kg/dia a 100 pg/kg/dia, pero no se limita a estos numeros y
puede variar de acuerdo con la edad, el estado de salud, complicaciones y otros diversos factores.

Los términos usados en el presente documento pretenden usarse para describir las realizaciones, no para limitar la
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presente invencion. Los términos sin nimeros delante no son para limitar la cantidad, sino para mostrar que puede
haber mas de una cosa del término usado. Las expresiones "que incluye", "que tiene", "que consiste" y "que
comprende" se interpretaran abiertamente (es decir, "incluyendo pero no limitado a").

Se usa la mencion del intervalo de nimeros en lugar de indicar nimeros separados dentro del intervalo, asi que a
menos que se indique explicitamente, cada niumero puede leerse como numeros separados integrados en el
presente documento. Los valores finales de todos los intervalos se incluyen en el intervalo y pueden combinarse de
forma independiente.

A menos que se indique lo contrario o se contradiga claramente en contexto, todos los procedimientos mencionados
en el presente documento pueden realizarse en el orden apropiado. El uso de una realizacion cualquiera y todas las
realizaciones o lenguaje ejemplar (por ejemplo, que usa "como ~"), a menos que esté incluido en las
reivindicaciones, se usa para describir mas claramente la presente invencién, no para limitar el ambito de la presente
invencion. Cualquier lenguaje en el presente documento fuera de las reivindicaciones no debe interpretarse como
una necesidad de la presente invencion. A menos que se defina de otra manera, los términos técnicos y cientificos
usados en el presente documento tienen un significado normalmente entendido por un experto en la materia a la que
pertenece la presente invencion.

Las realizaciones preferidas de la presente invencién son el mejor modo conocido por los inventores para realizar la
presente invencion. Puede resultar claro para los expertos en la materia después de leer las declaraciones antes de
las variaciones en las realizaciones preferidas. Los presentes inventores esperan que aquellos expertos en la
materia puedan usar las variaciones adecuadamente y que la presente invencion se lleve a cabo de otras maneras
distintas a las listadas en el presente documento. Por lo tanto, la presente invencion, segun lo permitido por la ley de
patentes, incluye equivalentes y variaciones de los mismos, de los puntos clave de la invencion establecidos en las
reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1: Sintesis de péptido

Los péptidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 se sintetizaron de acuerdo con el procedimiento existente de sintesis
de péptidos en fase solida. En detalle, los péptidos se sintetizaron acoplando cada aminoacido del C-terminal a
través de la sintesis de péptidos en fase solida Fmoc, SPPS, usando ASP48S (Peptron, Inc., Daejeon ROK). Los
péptidos con su primer aminoacido en el C-terminal uniéndose a la resina se usaron de la siguiente manera:

Resina NH,-Lys(Boc)-2-cloro-tritilo
Resina NH»-Ala-2-cloro-tritilo
Resina NH;-Arg(Pbf)-2-cloro-tritilo

Todos los materiales de aminoacidos para sintetizar el péptido estaban protegidos por Fmoc en el N-terminal y los
restos de aminoacidos estaban protegidos por Trt, Boc, t-Bu (t-butiléster), Pbf (2,2,4,6,7-pentametil dihidro-
benzofuran-5-sulfonilo) que pueden disolverse en acido. Tales como:

Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-
OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Met-
OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Ahx-OH, acido Trt-Mercaptoacético.

HBTU[2-(1H-Benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetametilaminio hexafluorofosfato]/HOBt [N-hidroxibenzotriazol/NMM[4-
metilmorfolina] se usaron como reactivos de acoplamiento. En el 20 % de DMF, se uso piperidina para retirar Fmoc.
Para retirar la proteccion del resto o para separar el péptido sintetizado de la resina, se us6 céctel de escision [TFA
(acido trifluoroacético)/TIS (triisopropilsilano)/EDT (etanoditiol)/H;O = 92,5/2,5/2,5/2,5].

Los péptidos se sintetizaron usando el armazoén de fase sodlida afiadiendo cada aminoacido con los procedimientos
secuenciales como sigue; proteccion de aminoacidos, reaccion de acoplamiento, lavado y desproteccion. Después
de cortar el péptido sintetizado de la resina, se purificd por HPLC y se verifico la sintesis por MS y después se seco
por congelacion.

El procedimiento de sintesis de péptidos especifico se describe mediante el ejemplo de
Pep1(EARPALLTSRLRFIPK) de SEQ ID NO: 7 como sigue:

1) Acoplamiento

El aminoacido (8 equivalentes) protegido con Resina NH;-Lys(Boc)-2-cloro-tritilo se fundié en el agente de
acoplamiento HBTU (8 equiv.)/HOBt (8 equiv.)/NMM (16 equiv.) y tras la adicion de DMF, la mezcla de reaccién se
incubd a temperatura ambiente durante 2 horas, después se lavo secuencialmente con DMF, MeOH y DMF.

2) Desproteccion de Fmoc

Después de la adicion de piperidina al 20 % en DMF, la mezcla de reaccion se incubd a temperatura ambiente
durante 5 minutos 2 veces, después se lavo secuencialmente con DMF, MeOH y DMF.

3) Fabricar el marco basico del péptido repitiendo las reacciones 1y 2 repetidamente.
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4) Escision: Afiadir el Coctel de Escision al péptido completamente sintetizado y separar el péptido de la resina.

5) Anadir éter dietilico pre-enfriado a la mezcla y después centrifugar la mezcla de reaccion para precipitar los
péptidos.

6) Después de la purificacion por Prep-HPLC, comprobar el peso molecular por CL/EM v liofilizar para obtener
los péptidos en forma de polvo.

Ejemplo 2: Preparacion de conjugado pep(CPP)-FITC
(1) Preparacion del conjugado pep(CPP)-FITC

Un conjugado de los péptidos con SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 combinado con FITC se fabric6 como sigue, por
ejemplo, un conjugado de pep1 con SEQ ID NO: 7 y FITC, en otras palabras, se fabrico FITC-enlazador-pep1 como
sigue.

El marco basico del péptido, (Resina NHz-enlazador-E(OtBu)-A-R(Pbf)-P-A-L-L-T(tBu)-S(tBu)-R(Pbf)L-R(Pbf)-F-I-P-
K(Boc)-2-cloro-Tritilo) que se obtuvo de acuerdo con los procedimientos de fabricacion descritos en el Ejemplo 1, se
hizo reaccionar con FITC. Especificamente, FITC (fluoresceina-5-isotiocianato) (8 equivalentes) y DIPEA (N, N-
diisopropiletilamina) (16 equivalentes) se fundieron en DMF. Se afadio la solucion de DMF y se hizo reaccionar a
temperatura ambiente durante 2 horas, después se lavo secuencialmente con DMF, MeOH y DMF. Como resultado,
se obtuvo la resina FITC-enlazador-E(OtBu)-A-R(Pbf)-P-A-L-L-T(tBu)-S(tBu)-R(Pbf)L-R(Pbf)-F-I-P-K(Boc)-2-cloro-
tritilo. El enlazador en el presente documento es acido 6-aminohexanoico, Ahx. Se afiadié TFA/TIS/H,O = 95/2,5/2,5
al péptido fabricado sobre la resina y el conjugado se separé de la resina. Se afiadié un éter dietilico pre-enfriado a
la mezcla obtenida y se uso centrifugacion para precipitar los conjugados peptidicos. Después de la purificacion por
Prep-HPLC, la pureza se confirmé con la HPLC analitica y el peso molecular se determiné por CL/EM. El péptido
sintetizado como se describié anteriormente se verific6 como FITC-pep1 mediante la confirmacion del peso
molecular por CL/EM. Después los conjugados se liofilizaron.

(2) Preparacion de un conjugado CPP-FITC

El marco basico del péptido, (Resina NH;-E(OtBu)-A-R(Pbf)-P-A-L-L-T(tBu)-S(tBu)-R(Pbf)L-R(Pbf)-F-I-P-K(Dde)-2-
cloro-Tritilo) se generd de acuerdo con los procedimientos de fabricacion descritos en el Ejemplo 2 1. (1). Para
introducir selectivamente FITC al C-terminal del péptido, el N-terminal del péptido estaba protegido de Boc. Después,
el di-terc-dicarbonato de butilo (30 equivalentes) y DIPEA (30 equivalentes) se fundieron en DMF. La solucion de
DMF se afiadio6 al péptido y se incub6 a temperatura ambiente durante 2 horas y el péptido se lavd secuencialmente
con DMF, MeOH y DMF. Como resultado, se obtuvo la resina Boc-E(OtBu)-A-R(Pbf)-P-A-L-L-T(tBu)-S(tBu)-R(Pbf)L-
R(Pbf)-F-I-P-K(Dde)-2-cloro-tritilo. Se usé hidrazina en 2 % de DMF para retirar Dde, que es el grupo protector del
resto Lys C-terminal para anadir FITC al C-terminal de Lys. Después, FITC (8 equivalentes) y DIPEA (16
equivalentes) se fundieron en DMF que se afiadié a la mezcla de reaccion peptidica y la mezcla se incubd a
temperatura ambiente durante 2 horas, después se lavé secuencialmente con DMF, MeOH, DMF. Como resultado,
se obtuvo la resina Boc-E(OtBu)-A-R(Pbf)-P-A-L-L-T(tBu)-S(tBu)-R(Pbf)L-R(Pbf)-F-I-P-K(FITC)-2-cloro-tritilo. Se
afadiéo TFA/TIS/H,O = 95/2,5/2,5 para separar el péptido de la resina. Se anadié éter dietilico preenfriado a la
mezcla, y se usé centrifugacion para precipitar los péptidos. Después de la purificacion por Prep-HPLC, La pureza se
confirmd con la HPLC analitica y el peso molecular se confirmé con CL/EM. Las sustancias obtenidas se verificaron
como pep1-FITC mediante la confirmacién del peso molecular por CL/EM.

Ejemplo 3: Preparacion y purificacion de la proteina de fusiéon pep(CPP)-EGFP

La proteina de fusion para los péptidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 y proteina fluorescente verde mejorada
(proteina fluorescente verde mejorada, EGFP) (SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10) se fabricaron de la siguiente manera:

(1) preparacion de clones de ADN recombinante de pET21a-EGFP-etiqueta-His

Para clonar el vector pEGFP-N1 como el molde de proteina fluorescente verde mejorada (proteina fluorescente
verde mejorada, EGFP) en el vector pET21a(+) (Novagen) que contiene una endonucleasa de restriccion para
producir una secuencia de bases cebadora que se muestra en la Tabla 3.

[TABLA 3]
Numero 'de ID de Cebador | Secuencia Longitud
secuencia (pb)
11 EGEP-F ﬁTATACATAAATTCATGGTGAGCAAGGGCGAGG 34
GTGCTCGAGCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGA
12 EGFP-R GAGTGAT 39
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El cebador EGFPF (directo) contenia sitios de restriccion de Ndel y EcoRlI y se disefié para afadirse a 20 nimeros
de secuencias de EGFP, el cebador EGFP-R (inverso) contenia sitios de restriccion de Xholl, y que se disefid para
afadirse a 30 numeros de secuencias de EGFP.

Para la amplificacién génica, se afiadieron 100 pmol de cebador y 2,5 U de ADN polimerasa Taq a 50 pl de Tris
cloruro de hidrégeno (Tris-HCI, pH 9,0) suplementado con cloruro de potasio 50 mM, triton X-100 al 0,1 %, cloruro
magnésico 1,5 mM y 150 uyM para cuatro tipos de desoxirribonucledtido trifosfato (ATP, dTTP, dGTP, dCTP).
Después, la PCR se realizé usando el ADN plasmidico pEGFP de 10 ng como molde como sigue; desnaturalizacion
para el ADN plasmidico pEGFP a 95 °C durante 5 minutos, cambio de temperatura a 95 °C durante 30 segundos, a
46 °C durante 30 segundos y a 72 °C durante 45 segundos, 30 ciclos desde la realizacion de una reaccion en
cadena de la polimerasa y la amplificacion se confirmé por electroforesis en gel de agarosa de los productos.

Se clonaron endonucleasas de restriccion Ndel y Xhol que se presentan en un sitio de clonacion multiple (sitio de
clonacion multiple, MCS) de Pet21a.

(2) preparacion de clones de ADN recombinante de pET21a-pep(CPP)-EGFP-Etiqueta-His

Para obtener la proteina de fusion pep(CPP)-EGFP-etiquetaHis de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6, se construyeron
secuencias de cebador como en la Tabla 4.

[TABLA 4]

Numero 'de Cebador | Secuencia Longitud

secuencia (pb)

13 pep73-F TATGGTGTATGGCTTTGTGCGCGCGTGCCTGCGCCGCCTGG 65
TGCCGCCGGGCCTGTGGGGCAGCG

14 pep73-R AATTCGCTGCCCCACAGGCCCGGCGGCACCAGGCGGCGCA 67
GGCACGCGCGCACAAAGCCATACACCA

15 pep84-F TATGCTGGGCCTGGATGATATTCATCGCGCGTGGCGCACCT 65
TTGTGCTGCGCGTGCGCGCGCAGG

16 pep84-R AATTCCTGCGCGCGCACGCGCAGCACAAAGGTGCGCCACG 67
CGCGATGAATATCATCCAGGCCCAGCA

17 pep98-F TATGAACCGCGGCTTTAAAGCGGGCCGCAACATGCGCCGCA 65

AACTGTTTGGCGTGCTGCGCCTGG
AATTCCAGGCGCAGCACGCCAAACAGTTTGCGGCGCATGTT

18 PeP98-R | GCGGCCCGCTTTAAAGCCGCGGTTCA o7

19 pep14 4- TATGAGCATTATTAAACCGCAGAACACCTATTGCGTGCGCCG 65
F CTATGCGGTGGTGCAGAAAGCGG

20 pep14 AATTCCGCTTTCTGCACCACCGCATAGCGGCGCACGCAATA 67
4R GGTGTTCTGCGGTTTAATAATGCTCA

21 pep15 5- TATGCGCACCAGCATTCGCGCGAGCCTGACCTTTAACCGCG 65
F GCTTTAAAGCGGGCCGCAACATGG

22 pep15 5- AATTCCATGTTGCGGCCCGCTTTAAAGCCGCGGTTAAAGGTC 67
R AGGCTCGCGCGAATGCTGGTGCGCA

23 pep RIA” | TATGCTGCTGACCAGCCGCCTGCGCTTTG 29

24 e A" | AATTCAAAGCGCAGGCGGCTGGTCAGCAGCA 31

Cada cebador F (directo) contenia sitios de restriccion de Ndel y se disefi6 para afiadirse a la secuenciacion de ADN
pep(CPP) de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6, cada cebador R (inverso) contenia sitios de restriccion de EcoRl y se
disefi6 para afiadirse a la secuenciacién de ADN pep(CPP) de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6.
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Para la sintesis de oligonucleétidos, se afiadieron 10 uyM de cada cebador F-R en una solucion de 500 pl
suplementada con Tris cloruro de hidrdgeno 10 mM (Tris-HCI, pH 7,5-8,0), cloruro potasico 50 mM, acido
etilendiaminotetraacético 1 mM. Después, la PCR se realizé de la siguiente manera; desnaturalizacién de cebadores
a 95 °C durante 2 minutos, reduccion de temperatura lentamente a la reaccion a 25 °C durante 45 minutos y
almacenamiento a 4 °C.

El producto de oligonucledtido sintetizado se restringid por las enzimas de restriccion Ndel y EcoRI y se cloné en
sitios de restriccion Ndel y EcoRI de clones de ADN de recombinacion pET21a-EGFP-etiqueta-His, después se
construyeron clones de ADN de recombinacion pET21a-pep(CPP)-etiqueta-His de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6
(Figura 1)

(3) preparacion y purificacion de la proteina de fusion

Los clones de ADN de recombinacion pET21a-EGFP-etiqueta-His y los clones de ADN de recombinacion pET21a-
pep(CPP)-Etiqueta-His de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 se transformaron en bacterias y se purifico la proteina. En
particular, se transformaron usando el E. coli BL21 (DE3) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) y se hicieron crecer en
5 ml de medio LB/ampicilina, después se movieron a incubacién en 100 ml de medio. Para este caso, se afadié una
proporcion de ampicilina de 50 pyg/ml. Continuamente, se agitd el cultivo durante 2 a 3 horas a 37 °C y se midi6 la
absorbancia del crecimiento hasta intervalos de 0,6 a 0,8. Para la expresion de la proteina de fusion, se traté IPTG
0,1 mM ~ 1 mM (Isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido) y las células se cultivaron adicionalmente durante 3 a 16 horas
de 16 °C a 37 °C y después se centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm.

El resultado para el centrifugado de proteina expresada, confirma visualmente que las células pueden tomar una luz
verde cuando se sobreexpresan. Ademas, el kit de purificacion de etiqueta - His, Kit de aislamiento de proteinas Ni-
TAT (Prod, n°. 31314, QuiagenUSA) para separase segun lo indicado por el fabricante.

Después de la separacion y purificacion por didlisis de la proteina, se concentra. En particular, la dialisis se usa por
PBS esterilizado. En primer lugar, después de la bolsa de dialisis previamente equilibrada con PBS, y después se
usa una jeringa de 5 ml dada en este punto colocada en bolsas de dialisis toma una solucién de proteina separada
anteriormente y dializada durante la noche a 4 °C con agitacion. Después de eliminar los materiales no deseados
para aumentar la concentracion de la proteina, BIBASPIN 20 (Prod, n.° VS2092, Sartorius Stedin biotech, Alemania)
en la proteina dializada se concentra de una manera que se centrifuga a 4 °C a 3.000 rpm.

Ejemplo 4: Penetracion celular experimental del conjugado pep(CPP)-FITC
(1) Penetracion celular experimental de la linea celular HelLa
Cultivo celular

La linea celular de adenocarcinoma de cuello uterino de Homo sapiens como lineas celulares HelLa se adquirieron
de ATCC (American Type Cell Culture). Las células se cultivaron en MEM suplementado con suero bovino fetal al
10 % (Invitrogen, EE.UU.), sales de Earle, aminoacidos no esenciales, piruvato sodico y 100 pg/ml de penicilinay 10
unidades/ml de estreptomicina y se cultivaron a 37 °C, en una incubadora de CO; al 5 %.

Analisis de citometria de flujo y microscopia confocal de penetracion celular

La citometria de flujo y el analisis de microscopio confocal se realizaron para comparar el grado de captacion celular
de las células que se trataron con la SEQ ID NO: 1 con la SEQ ID NO: 6, pep (CPP) y control.

La linea celular se dividié en una placa de 6 pocillos y se cultivd en un medio que contenia suero bovino fetal al 10 %
(Invitrogen, EE.UU.), 100 ug/ml de penicilina, 100 unidades/ml de estreptomicina a 37 °C, incubadora al 5 % de CO;
durante 12 horas. Después de lavar la linea celular con PBS, se indujeron ayunas en Medio Esencial Minimo durante
una hora. Se trataron 20 uM de cada péptido vehiculo y se cultivaron a 37 °C durante una hora. Después de repetir
la etapa de lavar las células con PBS tres veces, se traté con tripsina-EDTA durante 10 minutos a 37 °C para
separar el péptido vehiculo en el exterior de la célula. Las células se recogieron con PBS refrigerado y se realizé una
centrifugacion para repetir la etapa de lavar las células tres veces. Después de eso, las células se suspendieron en
0,5 ml de PBS que contenia 4 % de paraformaldehido y se analizé la fluorescencia de las células usando FACS
Calibur (Becton Dickinson). Se compar6 el aspecto de la captacion celular del control y diversos péptidos
combinados con FITC y se analizé por IFM (Intensidad de fluorescencia media).

La linea celular cultivada se dividié en un pocillo de camara y se cultivé en un medio que contenia suero bovino fetal
al 10 % (Invitrogen, EE.UU.), 100 pg/ml de penicilina y 100 unidades/ml de estreptomicina a 37 °C, incubadora al
5 % de CO; durante 12 horas. Después de lavar las células con PBS, se indujeron ayunas en Medio Esencial
Minimo durante una hora. Se trataron 10 yM de cada péptido y se cultivaron a 37 °C durante una hora. Después de
repetir la etapa de lavar las células con PBS 3 veces, las células se fijaron a temperatura ambiente durante 15
minutos en paraformaldehido al 2 % (v/v). El nucleo se tifid6 con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) a temperatura
ambiente y las células se compararon y analizaron mediante analisis de microscopio confocal. El resultado es el
mismo que se muestra en la Figura 2 a la Figura 7.
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(2) Propiedad de penetracion celular de la linea celular Huh7
Cultivo celular

La linea celular de carcinoma hepatocelular humano como lineas Huh7 se adquiri6 de ATCC (American Type Cell
Culture) y se us6 como células suspendidas. Las células se cultivaron en MEM suplementado con suero bovino fetal
al 10 % (Invitrogen, EE.UU.), sales de Earle, aminoacidos no esenciales, piruvato sédico y 100 pg/ml de penicilina y
10 unidades/ml de estreptomicina y se cultivaron a 37 °C, en una incubadora de CO5 al 5 %.

El analisis de deteccion de penetracion celular usado por citometria de flujo

Para confirmar la penetracion celular de los péptidos, las lineas celulares Huh7 se trataron con SEQ ID NO: 1 a SEQ
ID NO: 6 y se analizaron por citometria de flujo. El procedimiento analizado también se confirmé de la misma manera
que se describio anteriormente en el ejemplo (1) en lineas celulares Hela. Ademas, El resultado se mostré en la
Figura 8 a la Figura 11.

(3) Penetracion celular experimental en lineas celulares de linfocitos T humanos
Cultivo celular

La linea celular de leucemia de linfocitos T humanos como Jurkat se adquirié de ATCC (American Type Cell Culture)
y se us6 como células suspendidas. Las células se cultivaron en RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal al
10 % (Invitrogen, EE.UU.), sales de Earle, aminoacidos no esenciales, piruvato sédico y 100 pg/ml de penicilina'y 10
unidades/ml de estreptomicina y se cultivaron a 37 °C, en una incubadora de CO- al 5 %. Los linfocitos derivados de
humanos (linfocitos) se separaron de la sangre humana sana (50 ml) y después se recogié la capa de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) y los linfocitos se usaron mediante solucion de separacion Biocoll
(Biochrom AG, Berlin, Alemania).

El analisis de deteccion de penetracion celular usado por citometria de flujo

Para confirmar la penetracion celular de los péptidos, las lineas celulares de leucemia de linfocitos T humanos se
trataron con SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 y se analizaron por citometria de flujo. El procedimiento analizado
también se confirmo de la misma manera que se describié anteriormente en el ejemplo (1) en lineas celulares Hela.
Ademas, El resultado se mostré en la Figura 12 a la Figura 15.

(4) Analisis de viabilidad celular y toxicidad

Las lineas celulares Hela se cultivaron de la misma manera que se describe anteriormente, que se dividieron en una
placa de 96 pocillos y se cultivaron en un medio que contenia suero bovino fetal al 10 % (Invitrogen, EE.UU.), 100
pg/ml de penicilina, 100 unidades/ml de estreptomicina a 37 °C, incubadora al 5% de CO; durante 12 horas.
Después de lavar la linea celular con PBS, se indujeron ayunas en Medio Esencial Minimo durante una hora. Se
trataron 20 uM de cada péptido vehiculo y se cultivaron a 37 °C durante una hora. Después de cultivar las células,
se analizo la viabilidad celular y la toxicidad usada por el ensayo MTT. Los resultados se mostraron en la Figura 16 a
la Figura 21.

Ejemplo 5: Penetracion celular experimental de la proteina de fusion pep(CPP)-EGFP
Cultivo celular

La linea celular de adenocarcinoma de cuello uterino de Homo sapiens como lineas celulares HelLa se adquirieron
de ATCC (American Type Cell Culture). Las células se cultivaron en MEM suplementado con suero bovino fetal al
10 % (Invitrogen, EE.UU.), sales de Earle se obtuvieron de ATCC (American Type Cell Culture). Las células se
cultivaron en péptido MEM, se trataron y se cultivaron a 37 °C, en una incubadora de CO; al 5 %.

Analisis de citometria de flujo y microscopia confocal de penetracion celular

El gen indicador como proteina fluorescente verde mejorada (proteina fluorescente verde mejorada, EGFP) se
combind con los péptidos de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 para preparar la proteina de fusion y tratarla en lineas
celulares. Se realizé un andlisis de citometria de flujo y microscopio confocal para comparar el grado de absorcion
celular de las células que se trataron con proteina de fusiéon pep(CPP)-EGFP y proteina EGFP.

La linea celular se dividié en 12 placas y se cultivd en un medio que contenia suero bovino fetal al 10 % (Invitrogen,
EE.UU.), 100 pg/ml de penicilina, 100 unidades/ml de estreptomicina a 37 °C, incubadora al 5 % de CO; durante 12
horas. Después de lavar la linea celular con PBS, se indujeron ayunas en Medio Esencial Minimo durante una hora.
Se trataron 20 uM de cada péptido vehiculo y se cultivaron a 37 °C durante una hora. Las células se lavaron con
PBS tres veces, se trataron con tripsina-EDTA a 37 °C durante una hora. La proteina de fusién pep(CPP)-EGFP se
retird del exterior de la célula. Las células recogidas se usaron con PBS congelado y se lavaron tres veces por
centrifugado. Después del centrifugado, se usaron después 0,5 ml de PBS que contenia 4 % de paraformaldehido a
células suspendidas y se analizé FACS Calibur (Becton Dickinson). Se realiz6 IFM (intensidad de fluorescencia
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media) para comparar el grado de captacion celular de entre las células que se trataron con proteina de fusion

pep(CPP)-EGFP y proteina EGFP.

Las lineas celulares cultivadas anteriores se dividieron en pocillos de camara y se cultivaron en un medio que
contenia suero bovino fetal al 10 % (Invitrogen, EE.UU.), 100 pg/ml de penicilina, 100 unidades/ml de estreptomicina
a 37 °C, incubadora al 5 % de CO; durante 12 horas. Después de lavar la linea celular con PBS, se indujeron
ayunas en un Medio Esencial Minimo durante dos horas. Las células se lavaron con PBS tres veces y se fijaron con
Paraformaldehido al 2 % (v/v) a temperatura ambiente durante 15 minutos. Después de fijarse, se usé DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) para tefiir el nucleo a temperatura ambiente y se analizd6 por microscopia confocal. Los

resultados se mostraron en la Figura 22 a la Figura 27.
[Texto previo de la lista de secuencias]

SEQID NO: 9
Sec. de proteina EGFP (239.a)

MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTG
KLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNY
KTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKV
NFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMV
LLEFVTAAGITLGMDELYK

SEQID NO: 10
Sec. de nucleotidos EGFP (717 pb)

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTG
GTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGG
GCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACC
GGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCG
TGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAG
TCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGA
CGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTG
AACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGG
GGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGAC
AAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGA
CGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGAC
GGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGA
GCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACC
GCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAG

<110> KAEL-GemVax Co., Ltd. KIM, Sangjae

<120> Péptido de penetracion celular y conjugado y composicion que comprende el mismo
<130> 0F13P180/TW

<150> KR10-2012-0104144
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<151> 19-09-2012

<150> KR10-2012-0109216
<151> 28-09-2012

<150> KR10-2013-0017046
<151> 18-02-2013

<150> KR10-2013-0017169
<151> 18-02-2013

<160> 24

<170> Patent In versioén 3.2

<210>1
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Val Tyr Gly Phe Val Arg Ala Cys Leu Arg Arg Leu Val Pro Pro Gly
1 ' 5 10 15
Leu Trp Gly Ser
20
<210> 2
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
LeU'GIy Leu Asp Asp |le His Arg Ala Trp Arg Thr Phe Val Leu Arg
1 5 10 15
Val Arg Ala GIn
20
<210> 3
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3
Asn Arg Gly Phe Lys Ala Gly Arg Asn Met Arg Arg Lys Leu Phe Gly
-1 5 10 15
Val Leu Arg Leu
20
<210> 4
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
Ser 1le tie Lys Pro Gin Asn Thr Tyr Cys Val Arg Arg Tyr Ala Val
1 5 10 15
Val GIn Lys Ala
20
<210>5
<211> 20
<212> PRT

20



10

15

20

ES 2743919 T3

<213> Homo sapiens

<4>5

Arg Thr Ser [le Arg Ala Ser Leu Thr Phe Asn Arg Gly Phe
1 5 10

Gly Arg Asn Met
20

<210> 6

<211>8

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

Le? Leu Thr Ser Arg Leu Arg Phe

<210>7

<211>16

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 7

Lys Ala
15

GI?rAla Arg Pro Alg Leu Leu Thr Ser Arg Leu Arg Phe |le Pro Lys
10 15

<210>8

<211> 1132

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 8
Me% Pro Arg Ala Prg Arg Cys Arg Ala Val Arg Ser Leu Leu
10

His Tyr Arg Glu Val Leu Pro Leu Ala Thr Phe Val Arg Arg

20 25 30

Pro Gln Géy Trp Arg Leu Val GIn Arg Gly Asp Pro Ala Ala
5 45

40

Ala Leu Val Ala GIn Cys Leu Val Cys Val Pro Trp Asp Ala
50 55 60

Pro Pro Ala Ala Pro Ser Phe Arg Gin Val Ser Cys Leu Lys
65 70 75

Val Ala Arg Val Leu GIn Arg Leu Cys Glu Arg Gly Ala Lys
85 90

Leu Ala Phe Gly Phe Ala Leu Leu Asp Gly Ala Arg Gly Gly

100 105 - 110

Glu Ala Phe Thr Thr Ser Val Arg Ser Tyr Leu Pro Asn Thr
115 120 125

Asp Ala Leu Arg Gly Ser Gly Ala Trp Gly Leu Leu Leu Arg
130 135 140

Gly Asp Asp Val Leu Val His Leu Leu Ala Arg Cys Ala Leu
145 150 155

Leu Val Ala Pro Ser Cys Ala Tyr GlIn Val Cys Gly Pro.Pro
165 170

21

Arg Ser
15
Leu Gly
Phe Arg
Arg Pro
Glu Leu
80
Asn Val
95
Pro Pro
Val Thr
Arg Val
Phe Val

160

Leu Tyr
175
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GIn Leu Gly Ala Ala Thr GlIn
180
Pro Arg Arg Arg Leu Gly Cys
185
Giu Ala Gly Val Pro Leu Gly
- 210 215
Gly Gly Ser Ala Ser Arg Ser
230

225
Gly Ala Ala Pro Glu Pro Glu
245

. Ala His Pro Gly Arg Thr Arg
260 .

Val Ser Pro Ala Arg Pro Ala

275

Gly Thr Arg His Ser
295

Pro Pro Ser Thr Ser
310

Ser
290

Ala Gly
305

Cys P

Leu

_,
o

Pro Val Tyr Ala Glu
325

Asp Lys Glu GIn Leu Arg Pro
340

Ser Leu Thr Gly Ala Arg Arg

355

Pro Trp Met Pro Gly Thr
370 375

Trp Gln Met Arg Pro
390

Arg

Arg
385

Ala G

Tyr

n Cys Pro Tyr Gly Val
: 405

Ala Ala Val Thr Pro Ala Ala

420

Val Ala Ala Pro Glu
435

Leu Leu Arg GIn His
455

Gly Ser

Val GIn

450

Val Arg

465
Arg H

Ala Cys Leu Arg Arg
470

s Asn Glu Arg Arg Phe
485

Leu G

y Lys His Ala Lys Leu
500

Ser Val Arg Asp Cys Ala Trp
515

Val Pro Ala Ala Glu His Arg

530 535
Leu His Trp Leu Met Ser Val
545 550

Phe Tyr Val Thr Glu Thr Thr
565

Ala Arg
185

Glu
200

Arg

Leu Pro

Leu Pro

Arg Thr

Gly Pro

265
Glu Glu
280

His Pro

Arg Pro

Thr Lys

Phe
345

Leu Val
360

Ser

Pro Arg

Leu Phe

Leu Leu

Gly Vval
425

Glu Glu
440

Ser Ser

Leu Val
Leu Arg

Leu
505

Ser

Leu
520

Arg
Leu Arg
Tyr Val

Phe GIn

22

410

Pro Pro Pro His Ala Ser Gly
190

Ala Trp Asn His Ser Val Arg
205

Ala Pro Gly Ala Arg Arg Arg
220

Arg
240

Leu Pro Lys Arg Pro Arg
235

Pro Val Gly Gin Gly Ser
250 255

Trp

Ser Asp Arg Gly Phe Cys Val
270

Ala Thr Ser Leu Glu Gly Ala
285

Val Gly Arg GIn His His

300
Pro Trp Asp Thr

Ser

Pro
320

Gly

Arg
315

Phe

Pro

His

Leu Tyr Ser Ser
330 335

Leu Leu Ser Ser Leu Arg Pro
350

Glu Thr 1ie Phe Leu Gly Ser

365
Gin

Leu Pro Arg Leu Pro

380

Arg

His
400

Glu
395

Thr

Leu Leu Leu Gly Asn

Lys His Cys. Pro Leu Arg

415

Cys Ala Arg Glu Lys Pro GIn
430

Asp Thr Asp Pro Arg Arg Leu
445

Gln Val Tyr Gly Phe

460

Pro Trp

Ser
480

Pro Pro Gly Leu Trp Gly
475

Asn Thr Lys Lys Phe Ile
490 495

Gin Glu Leu Thr Trp Lys
510

Ser
Met
Cys

Arg Ser Pro Gly Val Gly
525

Glu Glu |le Leu Ala Lys Phe

540
Val Glu
555

Lys Asn Arg Leu Phe Phe
570 575

Phe
560

Leu Leu Arg Ser

Tyr
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Arg Lys Ser Val Trp Ser Lys Leu Gin Ser |le Giy lle Arg Gin
580 585 590

Leu Lys Arg Val GIn Leu Arg
595

His Arg Glu Ala Arg Pro Ala
610 615

625

Giy Ala Arg Thr

Arg Val

Pro Gly

Lys

Leu
675

645

Ala Leu
660

Leu Gly

Ala Trp Arg Thr Phe

690

Glu Leu
705

Pro Gln
Asn Thr
Gly His

Leu Gin
770

Pro Leu
785

Ala Ser
Ala Val
Gln Gly

Met Glu
850

Arg Leu
865

Lys Thr
Val Val
Ala Leu

Pro Trp
930

Asp Tyr
945

Asn-Arg

Tyr
Asp
Tyr
Val
755
Pro
Arg
Ser
Arg
Ser
835
Asn
Val
Phe
Asn
Gly
915
Cys

Ser

Gly

Phe Val

Arg Leu
725

Cys Val
740

Arg Lys
Tyr Met
Asp Ala
Gly Leu

805

Ile Arg
820

Ile Leu
Lys Leu
Asp Asp
Leu Arg

885
Leu Arg

900
Gly Thr
Gly Leu

Ser Tyr

Phe Lys
965

Pro Lys Pro Asp Gly Leu Arg
630

Phe Ser
Ala Ser
Val Leu

695

Lys Val
710

Thr Glu
Arg Arg
Ala Phe
Arg Gin

775

Val Val
790

Phe Asp
Gly Lys
Ser Thr

Phe Ala
855

Phe Leu
870

Thr Leu
Lys Thr
Ala Phe

Leu Leu
935

Ala Arg
950

Ala Gly

Glu Leu Ser Glu Ala Glu Val Arg
600 605

Leu

Pro

Phe Arg Arg Glu

Val
Val
680
Arg
Asp
Val
Tyr
Lys
760
Phe
|le
Val
Ser
Leu
840
Gly
Leu
Val
Val
Val
920
Asp

Thr

Arg

Leu
e
Lys
Leu
665
Leu
Val
Val
lle
Ala
745
Ser
Val
Glu
Phe
Tyr
825
Leu
lle
Val
Arg
Val
905
Gln
Thr

Ser

Asn

23

Thr Ser Arg Leu
620
Val Asn Met Asp
635
Arg Ala Glu Arg

650
Asn Tyr Glu Arg

Gly Leu Asp Asp

685

Arg Ala Glin Asp
700

Thr Gly Ala Tyr

715

Ala Ser lle Ile
730

Val Val GIn Lys
His Val Ser Thr
765

Ala His Leu GIn
780

Gin Ser Ser Ser
795

Leu Arg Phe Met
810

Val GIn Cys Gin
Cys Ser Leu Cys
845

Arg Arg Asp Gly
860

Thr Pro His Leu
875

Gly Val Pro Glu
890

Asn Phe Pro Val
Met Pro Ala His
925

Arg Thr Leu Glu
940

ile Arg Ala Ser
955

Met Arg Arg Lys
970

Arg Phe
Tyr Val
Leu Thr

655
Ala Arg

670
Ile His
Pro Pro

Asp Thr

Lys Pro
735

Ala Ala
750
Leu Thr
Glu Thr
Leu Asn
Cys His
815
Gly lle

830

Tyr Gly

Leu Leu

Thr His

Tyr Gly
895

Glu Asp

910

Gly Leu

Val GIn

Leu Thr

Leu Phe
975

His
Gin
Ile
Val
640
Ser
Arg
Arg
Pro
(le
720
Gin
His
Asp
Ser
Glu
800
His
Pro
Asp
Leu
Ala
880
Cys
Glu
Phe
Ser
Phe

960
Gly
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<211> 239
<212> PRT
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Val Leu Arg Leu Lys Cys His Ser Leu Phe Leu Asp Leu Gin Val Asn
980 985 990 -

Ser Leu GIn Thr Val Cys Thr Asn lle Tyr Lys |le Leu Leu Leu GIn
995 1000 1005

Ala Tyr Arg Phe His Ala Cys Val Leu GIn Leu Pro Phe His GlIn Gin
1010 1015 1020

Val Trp Lys Asn Pro Thr Phe Phe Leu Arg Val |le Ser Asp Thr
2 1030 1035

1025

Ala
1040

Ser Leu Cys Tyr Ser lle Leu Lys Ala Lys Asn Ala Gly Met Ser Leu
1050 1055

1045

Gly Ala Lys Gly Ala Ala Gly Pro Leu Pro Ser Glu Ala Val GIn Trp
1060 1065 1070

Leu Cys His GIn Ala Phe Leu Leu Lys Leu Thr Arg His Arg Val Thr
1075 1080 1085 ’

Tyr Val Pro Leu Leu Gly Ser Leu Arg Thr Ala Gin Thr GIn Leu Ser
1090 1095 1100

Arg Lys Leu Pro Gly Thr Thr Leu Thr Ala
1105 1110

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina fluorescente verde

<400> 9

24

Leu Glu Ala Ala Ala Asn

1115
Pro Ala Leu Pro Ser Asp Phe Lys Thr Ile Leu Asp
- 1125 1130

1120



<210> 10
<211>717
<212> ADN

Me% Val Ser Lys Gly
Val Glu Leu Asp Gly
20

Glu Gly Glu Gly Asp
35

Cys Thr Thr Gly Lys
50

Leu Thr Tyr Gly Val
65

Gln His Asp Phe Phe
85

Arg Thr 1le Phe Phe
100

Val Lys Phe Glu Gly
115

Ile Asp Phe Lys Glu
130

Asn Tyr Asn Ser His
145

Gly Ile Lys Val Asn
165

Val GIn Leu Ala Asp

180

Pro Val Leu Leu Pro
195

Ser Lys Asp Pro Asn
210

Val Thr Ala Ala Gly
225

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina fluorescente verde

<400> 10

ES 2743919 T3

Glu
Asp
Ala
Leu
Gin

70
Lys
Lys
Asp
Asp
Asn
150

Phe

His

Glu
Val
Thr
Pro

55
Cys
Ser
Asp
Thr
Gly
135
Val

Lys

Tyr

Leu Phe Thr
10

Asn Gly His
25

Tyr Gly Lys
40

Val Pro Trp
Phe Ser Arg

Ala Met Pro
90

Asp Gly Asn
105

Leu Val Asn
120

Asn |le Leu
Tyr e Met
Ile Arg His

170
Gln Gln Asn

185

Asp Asn His Tyr Leu
200

Glu

e
230

Lys
215

Thr

Arg Asp His

Leu Gly Met

25

Gly
Lys
Leu
Pro
Tyr

75
Glu
Tyr
Arg
Gly
Ala
155

Asn

Thr

Ser

Met

Asp
235

Val
Phe
Thr
Thr

60
Pro
Gly
Lys
e
His
140
Asp

e

Pro

Thr

Val
220

Glu

Val Pro lle
15

Ser Val Ser
30

Leu Lys Phe
45

Leu Val Thr

Asp His Met

Tyr Val Gln
95

Thr Arg Ala
110

Glu Leu Lys
125

Lys Leu Glu

Lys Gin Lys

Glu Asp Gly
175

Ile Gly Asp

190

Gln-Ser Ala
205

Leu Leu Glu

Leu Tyr Lys

Leu
Gly
Ile
Thr
Lys

80
Glu
Glu
Gly
Tyr
Asn
160

Ser

Gly

Leu

Phe
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agggcegagga
acggecacaa
ccctgaagtt
ccectgaccta
tcttcaagtc
acggcaacta
tcgagetgaa
acaactacaa
tgaacttcaa
agcagaacac
ccecagtccge

tcgtgacege
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gctgttcace
gtticagegtg
catctgcacc
cggegtgeag
cgccatgece
caagacccge
gagcatcgac
cagccacaac
gatccgeeac
ccecategge
cctgagcaaa

cgccgggatce

atatacataa attcatggtg agcaagggcg agga 34

gtgctcgagc ttgtacagct cgtccatgcc gagagtgat

ggggtggtge
tceggegagg
accggcaage
tgcttcagee
gaaggctacg
geccgaggtga
t tcaaggagg
gtctatatca
aacatcgagg
gacggececeg
gaccccaacg

actctcggea

39

ccatcctggt
gcgagggega
tgcecegtgee
gctaccccga
tccaggagceg
agttcgaggg
acggcaacat
tggccgacaa
acggcagegt
tgetgetgee
agaagcgega

tggacgagcet

cgagetggac
tgccacctac
ctggececace
ccacatgaag
caccatcttc
cgacaccctg
cctggogeac
gcagaagaac
gcagctcgee
cgacaaccac
tcacatggtc

gtacaag

‘tatggtgtat ggctttgtge gegegtgeet gegecgectg gtgccgeegg gectgtoggg

atggtoagca
ggcgacgtaa
ggcaagcetga
ctcgtgacca
cagcacgact
ttcaaggacg
gtgaaccgea
aagctggagt
ggcatcaagg
gaccactacc
tacctgagca
ctgctggagt

<210> 11

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> EGFP-F

<400> 11

<210> 12

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> EGFP-R

<400> 12

<210> 13

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pep73-F

<400> 13
cagcg

<210> 14

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pep73-R

<400> 14

26

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
717

60
65
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aattcgetge cccacaggce cggeggeace aggeggegea ggcacgcgeg cacaaageca

tacacca
<210> 15
<211> 65
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> pep84-F
<400> 15
tatgctggge ctggatgata ttcatcgege gtggegeace tttgtgetge gegtgegege
gcagg
<210> 16
<211> 67
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> pep84-R
<400> 16
aattcctgeg cgegecacgeg cagcacaaag gtgegecacg cgegatgaat atcatccagg
cccagea
<210> 17
<211> 65
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> pep98-F
<400> 17
tatgaaccge ggctttaaag cgogecgcaa catgegecge aaactgtttg gegtgctgeg
cctag
<210> 18
<211> 67
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> pep98-R
<400> 18
aattccaggc gcagcacgec aaacagtttg cggecgecatgt tgeggececge tttaaagecg
cggttca
<210> 19
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pep144-F

27

60
67

60
65

60
67

60
65

60
67
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<400> 19
tatgagcatt attaaaccgc agaacaccta ttgegtgege cgctatgegg tggtgcagaa
agcgg

<210> 20

<211> 67

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pep144-R

<400> 20

aattccgett tctgcaccac cgcatagegg cgcacgcaat aggtgttctg cggtttaata

atgctcea

<210> 21

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pep155-F
<400> 21
tatgcgcacc agcattcgeg cgagectgac ctttaaccge ggetttaaag cgggecgecaa

catgg

<210> 22

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pep155-R

<400> 22
aattccatgt tgcggcccge tttaaagecg cggttaaagg tcaggotcge gegaatgetg
gtgcgea

<210> 23

<211> 29

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pep-RIA-148-F

<400> 23
tatgctgctg accagccgcec tgegctttg 29

<210> 24

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pep-RIA-148-R

<400> 24
aattcaaagc gcaggceggct ggtcagcagce a 31

28
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REIVINDICACIONES
1. Un conjugado de un péptido vehiculo de penetracion celular y un principio activo,

en el que el péptido vehiculo es un péptido que consiste en al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1-6 o un péptido que tiene al menos un 80 % de homologia con al menos una de SEQ ID NO: 1-6,

en el que el péptido que tiene al menos un 80 % de homologia retiene la capacidad de penetracion celular de
una cualquiera de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1-6 y

en el que dicho conjugado es capaz de administrar el principio activo en una célula.

2. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el péptido vehiculo consiste en una cualquiera de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1-6.

3. El conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, en el que el principio activo es

a) al menos uno seleccionado de una proteina, un acido nucleico, un péptido, un lipido, un lipido de glicol, un
mineral, un azucar, una nanoparticula, un producto biolégico, un agente de contraste, un farmaco y un
compuesto quimico; o

b) una proteina o un péptido, opcionalmente una citocina, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una enzima
terapéutica, un receptor soluble o un ligando.

4. El conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, en el que el péptido vehiculo y el
principio activo estan

a) conjugados a través de un enlace covalente, opcionalmente mediado por un enlazador; o
b) conjugados a través de un enlace no covalente.

5. El conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, en el que el péptido vehiculo se
combina con isotiocianato de fluoresceina o Proteina Fluorescente Verde (GFP).

6. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que el principio activo es un agente de contraste.

7. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el agente de contraste se selecciona del grupo que
consiste en un agente de contraste radioopaco, un agente de contraste paramagnético, un agente de contraste
superparamagnético y un agente de contraste CT.

8. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el agente de contraste se basa en hierro,
opcionalmente un carboxilato de ferroceno.

9. El conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, para su uso en el contraste de una
célula, opcionalmente una célula madre.

10. Una composicion que comprende el conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la
reivindicacion 8, que es una composicion farmacéutica, una composicién cosmética o una composicion de alimentos
saludables.

11. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 10, que es para el tratamiento o la prevencion de
una enfermedad.

12. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 11, para el tratamiento o la
prevenciéon de un cancer, un trastorno inmunitario o una enfermedad asociada a un mal funcionamiento de los
fibroblastos.

13. Un procedimiento para administrar un principio activo en una célula, opcionalmente en mitocondrias, que
comprende administrar el conjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o la composicion de una
cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11 a una célula in vitro,

en el que el péptido vehiculo es un péptido de penetracion celular que logra la administracion del principio activo en
la célula.

14. Un péptido vehiculo de penetraciéon celular, en el que el péptido vehiculo es un péptido que consiste en la
secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-4 y 6 o un péptido que tiene al menos un 80 % de
homologia con una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-4 y 6.

15. Un polinucleétido que codifica el péptido de acuerdo con la reivindicacion 14.

16. Una célula transformada que comprende un vector que comprende el polinucleétido de acuerdo con la
reivindicacion 15.
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[FIG. 1]
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[FIG. 2]
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[Pep73 - FITC]
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[FIG. 3]
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[FIG. 4]
[Pep98 - FITC]
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[FIG. 5]
[Pepl44 - FITC]
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FIG. 6]
[Pepl55 - FITC]
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[FIG. 7]

[Pep-RIA-148 - FITC]
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[FIG. 8]
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[FIG. 10]
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[FIG. 12]
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[FIG. 14]
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[FIG. 16]
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[FIG. 18]
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[FIG. 20]
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[FIG. 21]
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[FIG. 22]
[Pep73-EGFP]
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[FIG. 23]

[Pep84-EGFP]
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[FIG. 24]
[Pep98-EGFP]
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[FIG. 25]
[Pep144-EGFP]
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[FIG. 26]
[Pepl155-EGFP]
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[FIG. 27]

[Pep-RIA-148-EGFP]
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