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DESCRIPCION

Péptido catiénico anfipatico y su aplicacién en
vectores de transferencia génica.
Campo de la invencion

La presente invencién se incluye dentro del
area de la Biotecnologia y de la Biomedicina, y se
relaciona, en general, con el transporte de acidos
nucleicos al interior celular (transferencia génica)
y sus aplicaciones tanto en el area experimental
(transfecciones) como terapéutica (terapia géni-
ca). En particular, la invencién se refiere a nuevos
péptidos catidnicos anfipaticos tiles como siste-
mas de transferencia de genes y a los vectores no
virales que comprenden dichos péptidos.
Antecedentes de la invencién

La introduccién de material genético exégeno
en células es una etapa clave en el desarrollo de
la investigacién bésica en biologia celular. El tér-
mino “transfeccién” se ha acunado para indicar
la transferencia de DNA. a células en cultivo de
organismos superiores y su puesta en practica es
una herramienta de uso indispensable para un nu-
mero elevado y creciente de investigadores. La
aplicacién directa de esta tecnologia en organis-
mos vivos abre nuevas posibilidades de expansion,
entre las que se incluye la cada vez més popular
terapia génica.

Los vectores virales de transferencia de DNA
han atraido la atencion de los especialistas en te-
rapia génica y son la base de la practica mayoria
de los ensayos clinicos en marcha actualmente
[Anderson WF. Nature 1998; 392: 25-30] aunque
los niveles de eficiencia pueden ser muy variables
y puede existir el riesgo de respuesta inmune se-
vera frente a elementos del vector viral.

Sin embargo, los vectores no virales parecen
tener mas éxito como agentes de transferencia
génica debido a que son mas faciles de manejar
y a que poseen un mayor rango de aplicaciones.
El desarrollo exponencial en este campo revela
un prometedor futuro para los vectores no virales
como una alternativa légica a los vectores virales
para la terapia génica, proporcionando ventajas
similares y, eliminando los inconvenientes inhe-
rentes a los virus. El término “no viral” es un
concepto que engloba a una gran variedad de es-
tructuras no relacionadas, tales como conjugados
de polilisina, policationes lineales y ramificados,
dendrimeros completos o fracturados, nanoesfe-
ras, polisacaridos, liposomas catiénicos, proteinas
de fusiéon modular y péptidos.

Por tanto, de los sistemas de transferencia gé-
nica tradicionales (DEAE-dextrano, fosfato célci-
co, electroporacion, etc.) se ha ido evolucionando
hacia estructuras poliméricas de naturaleza di-
versa que poseen como denominador comuin su
elevada carga positiva (policationes). Esta nueva
generacién de agentes de transferencia incluye
polimeros lineales o ramificados, dendrimeros y
liposomas catiénicos, siendo estos ultimos los que
han dado lugar a la aparicién de un mayor ni-
mero de alternativas en explotacién comercial,
entre las que se encuentran Lipofectina® (Gib-
co BRL), Lipofectamina® (Gibco BRL), Lipofec-
tace® (Gibco BRL), DOTAP (Boehringer Mann-

heim, Ind.), Lipofectamina Plus® , GenePor-
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ter® y FuGene® .

Sin embargo, el uso de péptidos como vec-
tores de transferencia génica estd en su periodo
inicial de investigacion y desarrollo. Los pépti-
dos ofrecen simplicidad, facilidad de produccién
y un correcto control de su composicién compa-
rados con la mayoria de los restantes vectores
no virales, los cuales se basan en complejas, y
frecuentemente mal definidas estructuras de na-
turaleza polimérica. Los péptidos fueron inicial-
mente utilizados como potenciadores de otros sis-
temas, aportando su capacidad fusogénica [Plank
C, Oberhauser B, Mechtler K, Koch C, Wagner
W. J. Biol. Chem. 1994; 269: 12918-12924].
Actualmente, los péptidos ofrecen otras funcio-
nes subsecuentemente aprovechadas, incluyendo
el reconocimiento celular y la unién a DNA, lo que
les convierten en verdaderos vectores de transfe-
rencia génica, ya sea en solitario o en asociacién
con otras estructuras [Hart SL, Collins L, Gus-
tafsson K, Fabre JW. Gene Ther. 1997; 4: 1225-
1230; Niidome T, Ohmori N, Ichinose A, Wada
A, Mihara H, Hirayama T, et al. J. Biol. Chem.
1997; 272: 15307-15312]. Entre las ventajas de
los péptidos se pueden considerar 1) su naturaleza
biolégica, 2) su biodegradabilidad, 3) la posibili-
dad de realizar modificaciones, que a su vez per-
miten la incorporacion de estructuras adicionales
para conferir nuevas caracteristicas (solubilidad,
estabilidad, especificidad, etc), y 4) su pequeiio
tamafno molecular.

La incorporacién de estas actividades esencia-
les junto con la supervivencia en la circulacién
sanguinea, la unién y compactacién del DNA,
el reconocimiento y unién a la superficie celu-
lar, el transporte del material genético a través
de la membrana celular hacia el citosol y el tro-
pismo por el nicleo es un objetivo comtn en el
disenio y desarrollo de nuevos sistemas de trans-
ferencia génica. Cada uno de estos requisitos
puede encontrarse en unidades estructurales, fun-
cionalmente independientes, que combinadas en
forma de mddulos, generan vectores de transfe-
rencia 6ptimos y especificos [Fominaya J, Wels
W. J. Biol. Chem. 1996; 271: 10560-10568], o,
alternativamente, también es posible encontrar o
disefiar una estructura minima en la que coexis-
tan a modo de motivo todos los requisitos para
llevar a cabo dichas funciones. Un denominador
comun de las actividades mencionadas es el re-
querimiento de cargas positivas, que (i) permi-
ten establecer interacciones iénicas con los fosfa-
tos nucleotidicos e inducir su compactacidn, (ii)
permiten reconocer componentes acidos presentes
en las membranas (proteoglicanos, lipidos acidos,
etc.), facilitando los fendmenos de permeabiliza-
cién de membranas, e incluso (iii) favorecen el
tropismo nuclear.

El péptido KALA [Wyman TB, Nicol F, Zel-
phati O, Scaria PV, Plank C, Szoka FC Jr. Bio-
chemistry 1997; 36: 3008-3017], 1til como sistema
de transferencia génica, combina simultdneamen-
te en la misma molécula peptidica la capacidad de
unir DNA y de alterar membranas. Sin embargo,
dicho péptido, tiene una capacidad de conden-
sacién de material genético relativamente pobre,
una citotoxicidad relativamente grande y una efi-
ciencia de transferencia de material genético re-
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lativamente pequena, lo que limita su potencial
aplicacién.
Compendio de la invencién

La invencién se enfrenta, en general, con el
problema de obtener nuevos vectores no virales
para la transferencia de material genético, y, en
particular, con el problema de buscar nuevos vec-
tores no virales de transferencia de genes basados
en péptidos catidnicos que combinen simultdnea-
mente la capacidad de unir polinucledtidos y alte-
rar membranas bioldgicas, con una capacidad de
condensacién de material genético mejorada, y/o
con una citotoxicidad reducida y/o con una efi-
ciencia de transferencia de material genético me-
jorada.

La solucién presentada por esta invencion se
basa en que los inventores han observado que la
combinacién de dos o mas caracteristicas seleccio-
nadas entre el empleo de unos restos de aminoéci-
dos bésicos (arginina) en lugar de otros (lisina),
la modificaciéon del angulo de dichos restos de
aminodacidos con respecto al eje de la hélice, la
ausencia de restos de aminoacidos acidos, la co-
locaciéon de unos restos de aminoacidos bésicos
en los dos extremos del péptido y la colocacién
de, preferentemente, un resto de un aminodcido
aromatico en la posicién 3 de la secuencia del
péptido, se puede obtener un péptido catiénico,
anfipatico, pequeno, que tiene simultdneamente
la capacidad de unir un polinucleétido y alterar
membranas bioldgicas, 1til para la construcciéon
de un vector no viral de transferencia, con una
capacidad de condensaciéon de material genético
mejorada, y/o con una citotoxicidad reducida y/o
con una eficiencia de transferencia de material
genético mejorada. La eficiencia en la transferen-
cia de material genético de dicho vector es muy
alta y comparable favorablemente con la de otros
sistemas de transferencia génica bien establecidos
y/o comerciales. La ausencia de inhibicién por
componentes del suero y la baja toxicidad de este
nuevo vector sitian al mismo en una situacién
ventajosa para su aplicacién in vivo.

La capacidad de un péptido desarrollado en
esta invencién para unir y condensar material
genético se muestra en los Ejemplos 2 y 3, mien-
tras que en el Ejemplo 4 se ilustra su capaci-
dad para interaccionar con membranas bioldgicas.
Los Ejemplos 5 y 6 muestran la eficacia del pép-
tido desarrollado en esta invencién para transfe-
rir material genético y ponen de manifiesto que
dicha eficiencia es equivalente o superior a la ob-
tenida mediante otros sistemas conocidos (utili-
zando el gen de la luciferasa como gen indicador
se han obtenido valores de actividad superiores a
10'% URL/mg de protefna). El Ejemplo 7 ilustra
una posible aplicacién in vivo de un vector no vi-
ral proporcionado por esta invencién y el empleo
de un compuesto potenciador de la permeabiliza-
cién (capacidad permeabilizadora del péptido) de
membranas, tal como un péptido fusogénico. La
ausencia de inhibicién por componentes séricos y
su baja toxicidad convierten al vector no viral de
transferencia génica proporcionado por esta in-
vencion en una opcién ventajosa para potenciales
aplicaciones in vivo.

Por tanto, un objeto de esta invencién, lo
constituye un péptido catiénico, anfipatico, que
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tiene simultaneamente capacidad de unir polinu-
cle6tidos y alterar membranas biolégicas. Un pro-
cedimiento, sintético o recombinante, para la ob-
tencién de dicho péptido constituye un objeto adi-
cional de esta invencién.

Otro objeto adicional de esta invencién lo
constituye un vector no viral de transferencia gé-
nica que comprende dicho péptido y un polinu-
cledtido acoplado (no covalentemente) a dicho
péptido.

Otro objeto adicional de esta invencién lo
constituye una célula transfectada con dicho vec-
tor no viral de transferencia génica.

Otro objeto adicional de esta invencién lo
constituye una composicién que comprende dicho
vector no viral de transferencia génica.

Otro objeto adicional de esta invencién lo cons-
tituye una composicién farmacéutica que com-
prende dicho vector no viral de transferencia gé-
nica.

Otro objeto adicional de esta invencién lo
constituye un procedimiento para la introduccién
in vitro de un polinucleétido en una célula que
comprende poner en contacto a dicha célula cono
dicho vector no viral de transferencia génica o con
dicha composicién que lo contiene.

Otro objeto adicional de esta invencién lo
constituye el empleo de dicho péptido en la ela-
boracién de un vector no viral de transferencia
génica.

Otro objeto adicional de esta invencién lo
constituye el empleo de dicho péptido en la ela-
boracién de lana composicién farmacéutica, ade-
cuada para terapia génica, que comprende un vec-
tor no viral de transferencia génica que contiene
a dicho péptido adecuada para terapia génica.
Breve descripcién de las figuras

La Figura 1A ilustra la unién del péptido RA-
WA a DNA analizada mediante electroforesis en
geles de agarosa (Ejemplo 2). La Figura 1B es
una grafica en la que se recoge la unién de los
péptidos RAWA y KALA a DNA, estudiada me-
diante medidas de extincién de la fluorescencia
del triptéfano del péptido (Qobs) en funcién de
la relacién de carga (Ejemplo 3). La Figura 1C
es una grafica que muestra la extensién de la con-
densacién de DNA inducida por los péptidos RA-
WA y KALA determinada como porcentaje del
desplazamiento del agente intercalante bromuro
de etidio (Ejemplo 3). En las Figuras 1B y 1C
se han representado los avalores para el péptido
RAWA mediante puntos blancos, mientras que
los valores para el péptido KALA se han repre-
sentado mediante puntos negros.

La Figura 2 ilustra la capacidad de interaccién
con membranas de los péptidos RAWA y KA-
LA. La Figura 2A es la representaciéon de la va-
riacion del porcentaje de mezcla de lipidos indu-
cida por RAWA (puntos blancos) y por KALA
(puntos negros) en funcién de la relacién mo-
lar péptido/fosfolipido. La Figura 2B es una
grafica que recoge la capacidad permeabilizadora
de membranas, medida como porcentaje de libe-
racién del contenido intravesicular, inducida por
RAWA (puntos blancos) y por KALA (puntos
negros) en funcién de la relacién molar pépti-
do/fosfolipido. La Figura 2C es una grafica que
muestra la disminucién de la actividad permeabi-
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lizadora de membranas de las mezclas del péptido
RAWA y de DNA, con respecto a la de RAWA
libre, en funcién de la relacién de carga, a las re-
laciones molares péptido total a lipido de 0,003
(puntos blancos) y 0,005 (puntos negros).

La Figura 3A es una grafica que muestra la
practica ausencia de toxicidad celular derivada
del empleo de RAWA, cuando se realiza un es-
tudio comparativo entre vectores de transferencia
de genes basados en los péptidos RAWA y KA-
LA, evaluando el porcentaje de viabilidad celular
en funcién de la relacién de carga (CR) de los
complejos empleados. La Figura 3B es un dia-
grama de barras que demuestra la capacidad de
RAWA para actuar como vector de transferen-
cia génica, evaluada como la capacidad de inducir
la actividad enzimética de la proteina codificada
por el gen transportado (indicador) y expresada
en unidades relativas de luz/mg de proteina total
celular (URL/mg), en adelante “transporte fun-
cional”, es decir, el polinucleétido se introduce en
la célula y ejerce la funcién para la que habia sido
destinado. La capacidad de transporte funcional
en RAWA es muy superior a la del péptido em-
pleado como referencia (KALA).

La Figura 4 ilustra las caracteristicas de trans-
ferencia génica mediada por RAWA. La Figura
4A es un diagrama de barras en el que se recoge
la capacidad de transporte funcional, en relacién
con el valor obtenido en un tratamiento con cloro-
quina, obtenida con los vectores de transferencia
génica basados en el péptido RAWA en funcién
de la relacion de carga de los mismos. La Fi-
gura 4B es un diagrama de barras en el que se
recoge la capacidad de transporte funcional, en
relacién con el valor obtenido en un tratamiento
con cloroquina, de los vectores de transferencia de
genes basados en el péptido RAWA en funcién de
la relacién de carga; opcionalmente en presencia
de cloroquina o de péptido libre [se prepararon
peptiplexes (complejos péptido-DNA) a una CR
(4+/-) 2y 20 y se ensayaron utilizando el protocolo
convencional; las células tratadas con peptiplex
CR(+/-) 2 se incubaron conjuntamente bien con
cloroquina 50 uM (2+Ch) o con una cantidad adi-
cional de péptido libre equivalente a la utilizada
para la preparacién del peptiplex CR(+/-) 20].

La Figura 5 ilustra el efecto de la dosis de
DNA en la eficiencia de la transferencia de DNA
mediada por el péptido RAWA. La Figura 5A es
un diagrama de barras que ilustra el efecto de la
dosis de DNA sobre el transporte funcional del
vector RAWA-DNA formado a una relacién de
carga 4 (+/-). La Figura 5B es un diagrama de
barras en el que se recoge el efecto de la relacion
de carga de los vectores de transferencia basados
en RAWA sobre el grado de transporte funcional
empleando 0,5 ug de DNA.

La Figura 6 ilustra el potencial del péptido
RAWA como sistema eficaz de transferencia gé-
nica. La Figura 6A es un diagrama de barras que
muestra los resultados de un estudio comparativo
del péptido RAWA con los mejores reactivos de
transferencia conocidos empleando el sistema ce-
lular COS-7 como referencia. Las abreviaturas
empleadas son: CaPh, protocolo optimizado de
fosfato cdlcico [Jordan M, Schallhorn A, Wurm
FM. Nucleic Acids Res 1996; 24: 596-601], PEL,
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polietilenimina [Boussif O, Lezoualc’h F, Zanta
MA, Mergny MD, Scherman D, Demeneix B, et
al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995; 92: 7297-
7301]; SF, Superfect; LF+, Lipofectamine Plus;
GP, GenePorter; y FG, FuGene. Todos ellos se
prepararon con 2 ug de pSV2LUC siguiendo los
protocolos especificos y las recomendaciones de
los fabricantes. La Figura 6B es un diagrama de
barras que muestra el efecto del contexto celular
en la actividad de transferencia de DNA mediada
por RAWA; para ello las diversas lineas celulares
de mamifero se trataron bajo condiciones conven-
cionales con vectores de transferencia constituidos
por 2 pug de pSV2LUC y RAWA a una relacién
de carga de 4 (+/-), empleando como control pa-
ralelo igual cantidad de DNA transportado por
Lipofectamine Plus (barras de puntos).

La Figura 7 es un diagrama de barras que
ilustra la optimizacién de los vectores de trans-
ferencia génica basados en RAWA para aplica-
ciones in vivo incluyendo terceros componente pa-
ra superar la limitacién impuesta por la necesi-
dad de RAWA libre para perturbar la membrana.
Como tercer componente se empleé el péptido fu-
sogénico JTS-1. Esta figura recoge el transporte
funcional empleando como vectores de transferen-
cia en células COS-7: 1) complejo RAWA/DNA
convencional a CR (4/-) 4 [DNA/RAWA (1:4)];
2) el mismo complejo incubado con JTS-1 antes
de la adicién a las células [[DNA/RAWA] JTS-
1 (1:4:2)]; 3) el complejo ternario preparado por
preincubacion de los péptidos antes de la adicién
de DNA [[RAWA/JTS-1] DNA (4: 2: 1)];y 4) el
peptiplex binario estdndar y libre de JTS-1, que
se anadié a continuacién, en la misma cantidad
que la utilizada para la formacién del complejo
ternario [DNA/RAWA (1:4) + JTS-1 (2)].
Descripcion detallada de la invencion
Péptido

La invencién proporciona un péptido cationi-
co, anfipatico, que tiene simultdneamente la ca-
pacidad de unir un polinucleétido y membranas
biolégicas, en adelante, péptido de la invencidn,
que comprende una secuencia de aminoacidos de
férmula general (I)
aal-aa2-aald-aad-aad-aab-aar-aa8-aa9-aal0-aall-
aal2-aal3-aal4-aalb-aal6-aal7-aal8-aal9-aa20-
aa2l-aa22-aa23
donde

aal, aab, aa9, aal2, aal6, aal9 y aa23, igua-
les o diferentes, independientemente entre
si, representan el resto de un aminoacido
basico seleccionado entre arginina, lisina y
ornitina;

aa2, aad, aa4, aab, aa7, aa8, aall, aall, aal3,
aald, aalb, aal7, aal8, aa20, aa2l y aa22,
iguales o diferentes, independientemente en-
tre si, representan el resto de un aminoacido
hidréfobo seleccionado entre los aminoéci-
dos alifaticos glicina, alanina, valina, leuci-
na, e isoleucina, y los aminodcidos aromati-
cos triptéfano, tirosina y fenilalanina;

aal es el resto del aminoéacido del extremo amino
y aa23 es el resto del aminoacido del extre-
mo carboxilo.
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Cada uno de los aminoacidos aal a aa23 puede
tener, independientemente; la configuracién D
o L. En una realizacién particular, todos los
aminodcidos son D-aminodacidos.

El péptido de la invencién puede estar for-
mado por unidades repetidas de la secuencia de
férmula general (I), consecutivas y/o espaciadas
por secuencias flexibles o ricas en prolina. En este
caso, las secuencias de férmula general (I) pueden
ser iguales o diferentes entre si. Por tanto, en una
realizacién particular, el péptido de la invencién
comprende dos o mas secuencias de féormula ge-
neral (I) unidas entre si, independientemente, de
forma consecutiva o espaciadas por secuencias fle-
xibles o ricas en prolina.

Una clase preferida de péptidos de férmula (I)
estd constituida por aquellos péptidos (I) en los
que al menos uno de aal, aab, aa9, aal2, aal6,
aal9 o aa23 es un resto de arginina.

Otra clase preferida de péptidos de f6rmula (I)
estd constituida por aquellos péptidos (I) en los
que aa3 es un resto de un aminoacido aromaético,
preferentemente, triptéfano.

En una realizacién particular, el péptido de la
invencioén tiene la secuencia de aminoacidos mos-
trada en la SEC. ID. N°: 1. Este péptido ha sido
denominado RAWA (por sus cuatro primeros res-
tos de aminoacidos del extremo amino) y servird
como referencia para ilustrar la naturaleza de esta
invencién.

El péptido RAWA es un péptido catiénico, an-
fipatico, capaz de formar una hélice anfipatica
cuya cara polar la constituyen los restos de
aminodcidos de cardcter bdsico (catiénico). Su
caracter anfipatico contribuye a generar una acti-
vidad desestabilizadora o perturbadora de mem-
branas biolégicas. A diferencia de otros vectores
de transferencia génica, el péptido RAWA es de
pequeno tamano molecular y se asemeja a los
agentes naturales de condensacién de DNA (pro-
taminas, HMGs). El péptido RAWA es capaz de
unir y compactar polinucleétidos asi como de al-
terar la permeabilidad de membranas. De hecho,
el péptido RAWA interacciona espontdneamente
con polinucledtidos y forma complejos estables
que se unen a membranas celulares y posibili-
tan la introduccién efectiva del material genético.
Este péptido es soluble en soluciones acuosas y
tiene una estructura helicoidal aproximadamente
de un 40% determinada por dicroismo circular
[Ejemplo 1].

A diferencia del péptido KALA, el péptido de
la invencidén incluye una serie de caracteristicas
que incrementan la capacidad de unién y con-
densacion de polinucledtidos y reducen la toxici-
dad celular, manteniendo la capacidad anfipdtica
necesaria para la unién a membranas biolégicas.
Entre estas caracteristicas se encuentran (i) la au-
sencia de restos de aminoacidos acidos y la mo-
dificacion de los extremos del péptido con el fin
de mantener las cargas positivas, evitando de ese
modo la presencia de estructuras adicionales fuera
de los bordes de interacciéon que pudieran alterar
la potencial capacidad de condensacién de polinu-
cledtidos, y (ii) la introduccién de un aminodci-
do aromdtico en la posicién 3 (aa3) que parece
gjercer un efecto en el anclaje del péptido a la
membrana bioldgica.
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De forma maés concreta, uno de los péptidos
preferidos de esta invencién, el péptido RAWA
presenta las siguientes caracteristicas en relacién
con el péptido KALA:

- contiene restos de arginina en lugar de res-
tos de lisina, con lo que se obtienen la es-
tructura y caracteristicas de pKa favorables
del grupo guanidinio para interacciones con
el polinucleétido, al igual que sucede en las
protaminas (agentes condensantes de origen
natural muy eficientes); ademds, la capaci-
dad de transfeccién de polipéptidos de tipo
poli-Arg parece ser mayor que la de péptidos
poli-Lys [Emi N., Kidoaki S, Yoshikawa K,
Saito H. Biochem. Bipphys. Res. Commun.
1997; 231 421-424];

- el patrén helicoidal ha sido modificado, co-
locando al aminoacido Arg en un angulo de
100° con respecto al eje de la hélice;

- carece de restos de aminodcidos acidos y los
extremos amino y carboxilo del péptido con-
tienen unos restos de aminoacidos bésicos
que aportan cargas positivas, evitandose asi
la presencia de estructuras adicionales fuera
de los bordes de interaccién que pudieran
alterar la potencial capacidad de conden-
sacion; y

- contiene un resto de triptéfano en la posi-
cién 3 (aa3) que parece colaborar en el an-
claje del péptido a la membrana biolégica
[de Planque MR, Kruijtzer JA, Liskamp
RM, Marsh D, Greathouse DV, Koeppe RE,
et al. J. Biol. Chem. 1999; 274: 20839-
20846; Braun P, and von Heijne G. Bio-
chemistry. 1999; 38: 9778-9782], facilita la
cuantificacién y parece incrementar las pro-
piedades de transferencia génica, [Wadhwa
MS, Collard WT, Adami RC, McKenzie
DL, Rice KG. Bioconjug. Chem. 1997; 8:
81-88].

La combinacién de todas o algunas de las ca-
racteristicas mencionadas previamente ha condu-
cido, sorprendentemente, al desarrollo del pépti-
do de la invencién, es decir, un péptido catiénico,
anfipatico, pequeno, que tiene simultdneamente
la capacidad de unir un polinucleétido y alterar
membranas bioldgicas, 1util para la construccién
de un vector no viral de transferencia génica,
con una capacidad de condensacién de material
genético me orada, y/o con una citotoxicidad re-
ducida y/o con una eficiencia de transferencia de
material genético mejorada.

El péptido de la invencion puede ser obtenido
bien por sintesis quimica utilizando la metodo-
logia convencional de sintesis en fase sélida, por
ejemplo, con quimica Fmoc estdndar [Gausepohl
H, Boulin C, Kraft M, Frank RW. Pept. Res.
1992; 5: 315-320; King DS, Fields CG, Fields GB.
Int. J. Pept. Protein Res. 1990; 36: 255-266],
0 bien mediante técnicas de DNA recombinante,
por ejemplo, por expresion en un sistema de ex-
presién adecuado de una secuencia de DNA que
codifica el péptido de la invencién o proteinas de
fusién o no que lo contengan. Por consiguiente,
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la invencién proporciona, ademads, una secuencia
de acido nucleico que codifica para el péptido de
la invencién, asi como un procedimiento para la
obtencion de un péptido de la invencién que com-
prende la expresién de dicha secuencia de acido
nucleico en un sistema de expresién apropiado.

El péptido de la invencién puede ser utilizado
en la construccién de un vector no viral de trans-
ferencia génica debido a sus propiedades de unién
y condensacién de polinucledtidos, unién a mem-
branas bioldgicas y transferencia de polinucleéti-
dos al interior celular, tal como se describira con
mayor detalle a continuacién.

Vector no viral de transferencia génica

La invencién también proporciona un vector
no viral de transferencia génica, en adelante vec-
tor de la invencién, que comprende un péptido
de la invencién y, un polinucleétido acoplado no
covalentemente a dicho péptido.

El polinucleétido que puede utilizarse en el
vector de la invenciéon comprende cualquier dcido
nucleico y sus mezclas, por ejemplo, moléculas de
DNA, RNA, o hibridos de las mismas [tanto en-
tre dichas moléculas (hibridos DNA-RNA) como
entre dichas moléculas y, PNA (por ejemplo, hi-
bridos PNA-DNA)]; con estructuras lineales o cir-
culares; monocatenarias, bicatenarias o multica-
tenarias, por ejemplo tricatenarias o tetracate-
narias. Dicho polinucleétido incluye polidesoxi-
rribonucledtidos conteniendo 2’-desoxi-D-ribosa o
formas modificadas de la misma, polirribonucle6-
tidos conteniendo D-ribosa o formas modificadas
de la misma, asi como cualquier tipo de polinu-
cleétido tal como un N-glicésido o C-glicésido de
una purina o de una pirimidina, opcionalmente
modificada. El polinucleétido puede codificar re-
giones promotoras, operadoras, estructurales o
terminadoras de genes, o una combinacién de di-
chas regiones, asi como cualquier material codifi-
cante o no, pero genéticamente relevante.

En una realizacién particular, el polinucledti-
do forma parte de un cromosoma artificial. En
otra realizacién particular, dicho polinucleétido
es un acido nucleico con valor terapéutico, por
ejemplo, un polinucleétido antisentido, o un po-
linucleétido que codifica un producto (proteina o
péptido) con actividad enzimdtica, o un producto
que, una vez en la célula, modifique la fisiologia
celular o una situaciéon patolégica, o una mezcla
de los mismos. Para prolongar su actividad, el
polinucledtido puede tener la totalidad o parte de
las uniones de sus nucledtidos estabilizados me-
diante uniones de tipo no-fosfodiéster, por ejem-
plo, fosforotioato, etc. [patente norteamericana
US 5.990.089, cuya descripcion se incluye como
referencia].

A modo de ejemplo, la capacidad de unién
de un péptido de la invencion, en particular del
péptido RAWA, a un polinucleétido, asi como la
capacidad de condensacién y transferencia de ma-
terial genético del mismo, se ha comprobado uti-
lizando como gen indicador el gen de la luciferasa.

El vector de la invencién presenta la totalidad
o la mayor parte de las ventajas de los distin-
tos sistemas de transferencia de genes conocidos
hasta la fecha, relacionadas con la capacidad de
condensacién de polinucledtidos, unién a mem-
branas biolégicas, transporte a través de las mis-
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mas y tamano del transportador.

El vector de la invencion presenta una buena
capacidad de unién y condensacién de polinucles-
tidos, lo cual constituye una caracteristica criti-
ca para incrementar la estabilidad del material
genético y reducir el tamano de los complejos pép-
tido-polinucledtido (peptiplexes), y superior a la
de otros sistemas conocidos, por ejemplo, la ca-
pacidad de condensacion de polinucledtidos del
péptido RAWA es superior a la del sistema ba-
sado en el empleo del péptido KALA (Ejemplo
3); en ese caso, parece ser que la presencia de res-
tos del aminoacido basico arginina como restos
catinicos (que aportan grupos guanidinio) pa-
ra la interaccién con los aniones fosfato presentes
en el polinucleétido permite un equivalente co-
rrecto para la interaccién péptido-polinucleétido
cuando se compara con un grupo amino, basado
en la caracteristica union paralela “hidrégeno zwi-
tteridénico” con el grupo fosfato y con la potencia-
lidad de formar puentes de hidrégeno con las ba-
ses nitrogenadas [Vigneron JP, Oudrhiri N, Fau-
quet M, Vergley L, Bradley JC, Basseville M,
Lehn P, Lehn J.M. Proc. Natl. Acad Sci. USA
1996; 93: 9682-9686]; los resultados obtenidos por
la presente invencién estan de acuerdo con los ob-
tenidos por otros autores que afirman que la tran-
sformacién de los grupos amino de las poliaminas
espermina y espermidina en grupos guanidinio
mejora la estabilidad y unién a DNA [Pallan PS,
Ganesh KN. Biochem. Biophys. Res. Commun.
1996; 222: 416-420] y que el uso de un grupo
guanidinio como la parte polar en formulaciones
lipidicas conduce a vectores de transferencia géni-
ca satisfactorios [Vigneron JP, Oudrhiri N, Fau-
quet M, Vergley L, Bradley JC, Basseville M,
Lehn P, Lehn J.M. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1996; 93: 9682-9686].

Ademss, el péptido de la invencién presenta
una estructura helicoidal optimizada, lo que uni-
do a la colocacién de restos de aminoacidos basi-
cos, que proporcionan grupos catidnicos, en am-
bos extremos del péptido, incrementa la capaci-
dad de unién del mismo a polinucleétidos.

Como consecuencia de lo anterior, el péptido
de la invencién, en particular, el péptido RAWA,
muestra una importante fraccién helicoidal y una
mejora en los niveles des condensacién de poli-
nucleétidos comparado con otros péptidos que no
tienen las caracteristicas innovadoras presentes en
el péptido de la invencién. Merece la pena des-
tacar que los niveles de condensacién inducidos
por el péptido de la invencién estan situados den-
tro del intervalo definido para las protaminas, lo
que puede relacionarse con una adecuada diso-
ciacién del polinucleétido en el nicleo. Inespe-
radamente, la médxima condensacion se alcanza a
una relacién de carga CR (+/-) de 4,0, y se asocia
a la formacién de oligémeros del péptido unido al
polinucleétido. La existencia de este proceso de
agregacién, comun en equilibrios de particiéon de
péptidos antipaticos entre fases acuosas y mem-
branas [White SH, Wimley WC, Ladokhin AS,
Hristova K. Methods Enzymol 1998; 295: 62-87] es
compatible con la alteracion liposomal disminuida
y con la capacidad de incorporacién del péptido
aniénico JTS-1 presentada por los peptiplexes a
CR (+/-) 4,0 en comparacién con aquéllos a CR
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1,0.
Capacidad de transporte funcional del vector no
viral de la invencion

La unién del péptido a la membrana celular
y el transporte del material genético a través de
la misma son limitaciones criticas en una trans-
ferencia génica eficiente. Para acceder al interior
de la célula, se requiere, en general, la existencia
de una actividad perturbadora de la membrana
plasmatica con el fin de poder disminuir la posi-
bilidad de degradacion del vector de transferencia
por la via lisosomal. Sin embargo, la alteracién
de la membrana puede conllevar, eventualmente,
toxicidad celular. Por tanto, es esencial efectuar
una cuidadosa evaluacion de esta propiedad pa-
ra proporcionar las caracteristicas deseadas evi-
tando de ese modo los indeseados efectos secun-
darios.

Los péptidos catiénicos, anfipaticos, helicoida-
les son estructuras clasicas con una capacidad de
unién y de alteraciéon de membrana bien conoci-
das. El grado de la alteracién de la membrana
depende de varios de factores que incluye el ba-
lance hidréfilo/hidréfobo, la longitud de la hélice
y la presencia de residuos en determinadas posi-
ciones, como el triptéfano en la primera vuelta
de la hélice, que impone restricciones en la orien-
tacién [Braun P, and von Heijne G. Biochemistry.
1999; 38: 9778-9782]. Teniendo en cuenta todos
estos factores en el diseno del péptido de la in-
vencion, en particular, del péptido RAWA, se ha
logrado disminuir el dano en la membrana y la
citotoxicidad del vector de la invencién, que son
caracteristicas que limitan la aplicacién de los sis-
temas de transferencia génica. La unién a la cé-
lula de los peptiplexes requiere una carga neta
positiva y presumiblemente tiene lugar a través
de la interaccién con proteoglicanos anidnicos de
la superficie celular tal como estd descrito para
algunos virus y otros vectores catiénicos no vira-
les [Summerford C, Samulski RJ. J. Virol. 1998;
72: 1438-1445; Mounkes LC, Zhong W, Cipres-
Palacin G, Heath TD, Debs RJ. J. Biol. Chem.
1998; 273: 26164-26170]. Sin embargo, mientras
que el complejo péptido-polinuledtido (peptiplex)
presenta propiedades de unién a la célula, la capa-
cidad de alteracién de la membrana es inherente
al péptido de la invencién en estado libre. Asi,
por debajo de un cierto umbral de péptido libre,
los peptiplexes siguen la via de endocitosis y la ex-
presién final del gen es dependiente de la adicién
de agentes endosomoliticos tales como la cloro-
quina. Sin embargo, por encima de ciertos nive-
les de concentracion de péptido libre, determina-
dos por estequiometria péptido a polinucleétido,
el péptido de la invencién altera la permeabili-
dad de la membrana, probablemente plasmética
y facilita la entrada del peptiplex independiente-
mente de la presencia de cloroquina.

El tamano del transportador del polinucledti-
do determina la farmacocinética del peptiplex y
es, por tanto, otro importante factor a considerar.
La mayoria de los vectores disponibles comercial-
mente estan basados en estructuras grandes. El
uso de estructuras covalentes pequenas y bien de-
finidas, tales como los péptidos, puede facilitar
el proceso de produccién de vectores de trans-
ferencia génica y la formacién y caracterizacion
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de peptiplexes. Los péptidos anfipaticos exhiben
propiedades de auto-agregacién que dependen bé-
sicamente de la concentracién del péptido y de
las condiciones del medio ambiente tales como el
pH, la fuerza iénica y la temperatura, que pue-
den dificultar la definicién molecular del sistema
o al menos requerir para tal definicién condicio-
nes alejadas a las empleadas en cultivos celulares.
Los resultados obtenidos en la presente invencién
con el péptido RAWA demuestran la existencia de
formas oligoméricas de dicho péptido en los pep-
tiplexes. Sin embargo, la supuesta presencia de
estas formas bajo las condiciones experimentales
para la transferencia génica no constituye una li-
mitacién, ya que se observan unos altos niveles de
eficacia en la transferencia de genes al no presen-
tar una inhibicién significativa por componentes
del suero. De hecho, la inhibicién por suero usual-
mente se relaciona normalmente con la formacién
de grandes agregados como resultado de la neu-
tralizacion de los complejos con componentes del
suero [Yang P, Huang L. Gene Ther. 1997; 4:
950-960].

La presencia de oligémeros del péptido RA-
WA en el peptiplex permite considerar la posi-
bilidad de incluir un péptido fusogénico y apro-
vechar sus propiedades para aumentar la eficacia
global del proceso de transferencia funcional de
genes. En una realizaciéon particular, el pépti-
do fusogénico JTS-1 [Gottschalk S, Sparrow JT,
Hauer J, Mims MP, Leland FE, Woo SL, et al.
Gene Ther. 1996; 3: 448-457], un péptido anfi-
patico, con estructura helicoidal, se incorporé a
los complejos RAWA-polinucledtido (Ejemplo 7)
para obtener un complejo ternario con la capa-
cidad intrinseca de alterar la membrana, lo que
abre la posibilidad de adaptar este sistema para
la terapia génica in vivo. Como era de esperar,
el péptido JTS-1 se incorpord a la superficie ex-
terna del peptiplex a través de la interacciéon con
el péptido RAWA que le confiere una eficiente ca-
pacidad de transferencia de polinuleétido en unas
condiciones de estequiometria que, todavia, pre-
servan la carga global positiva necesaria para la
unién a la célula.

El vector de la invencién presenta numerosas
aplicaciones relacionadas con el transporte de po-
linucleétidos al interior celular, tanto en investi-
gacidn bdsica o aplicada (transfecciones) como en
Biomedicina (terapia génica).

A modo de resumen, la invencién proporciona
un sistema de transporte de genes mejorado, en
concreto, un vector no viral de transferencia gé-
nica, basado en un péptido catiénico, anfipati-
co, con una capacidad mejorada de condensacion
de polinucledtidos y una citotoxicidad reducida,
pero que mantiene, las actividades de union y
perturbaciéon de membranas biolégicas. La efi-
ciencia observada con el péptido de la invencidn,
en particular con el péptido RAWA es muy alta
y comparable favorablemente con otros sistemas
de transferencia génica bien reconocidos. De he-
cho, parece ser que es la primera vez que un vec-
tor de transferencia génica basado en un pépti-
do alcanza ese nivel. La ausencia de inhibicién
sérica y, la baja toxicidad colocan al vector de
la invencién en una situacién ventajosa para su
aplicacién in vivo. La introduccién adicional de
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secuencias peptidicas simples destinadas a pro-
porcionar especificidad celular, tales como la se-
cuencia de reconocimiento de la integrina [Harbo-
ttle RP, Cooper RG, Hart SL, Ladhoff A, McKay
T, Knight AM, et al. Hum. Gene Ther. 1998;
9: 1037-1047], podria extender la aplicabilidad de
este nuevo vector.

Célula

En otro aspecto, la invencién proporciona una
célula transformada que comprende un vector de
la invencién. En una realizacion particular, dicha
célula es una célula eucariética, preferentemente,
de mamifero.

Composicion

La invencién también proporciona una com-
posicién, en adelante, composiciéon de la inven-
cién, que comprende un vector de la invencidn,
junto con, opcionalmente, uno o més agentes se-
leccionados entre agentes que enmascaran al poli-
nucledtido, agentes de reconocimiento de células,
agentes de permeabilizacién de membranas bio-
logicas, agentes de localizacién subcelular, y sus
mezclas, ain cuando parte de estas actividades
estén ya contempladas en el vector.

Los agentes que enmascaran al polinucledti-
do son unos compuestos quimicos, por ejemplo,
polietilenglicol, lipidos, etc., que enmascaran la
totalidad o parte de un polinucle6tido con el fin de
aumentar su vida media en el torrente circulatorio
inhibiendo el ataque de productos degradadores
tales como las nucleasas presentes en el sistema
circulatorio y/o que interfieren con su captacién
por el reticulo endoplasmaético.

Los agentes de reconocimiento de células son
unas moléculas, por ejemplo, anticuerpos frente
a antigenos de superficie celular, ligandos para
receptores de superficie celular, hormonas pepti-
dicas, etc., capaces de reconocer un componente
presente en la superficie de una célula diana.

Los agentes de permeabilizacién de membra-
nas biolégicas son unos compuestos que ayudan al
polinucledtido a pasar una membrana biolégica e
incluyen a compuestos que neutralizan la carga
del polinucleétido y permiten al polinucleétido
atravesar el interior hidréfobo de la membrana,
asi como compuestos anfipdticos, péptidos, gli-
colipidos, fosfolipidos, sales biliares y detergen-
tes. Aunque, el vector de la invencién tiene una
buena capacidad para transportar el polinucled-
tido al interior de la célula a través de la mem-
brana, lo que puede hacer innecesaria la adicién
de agentes de permeabilizacién de membrana adi-
cionales, en ocasiones, si se desea, la composicién
de la invencién puede contener otros agentes de
permeabilizacién que coadyuven al péptido de la
invencién en la perturbacién de la membrana.

Los agentes de localizaciéon subcelular son
unos compuestos, generalmente, secuencias pep-
tidicas pequenas, capaces de reconocer un compo-
nente subcelular, por ejemplo, niicleo, ribosomas,
lisosomas, mitocondrias, etc., en una célula diana.

Ejemplos representativos de agentes que en-
mascaran al polinucleétido, agentes de reconoci-
miento de células, agentes de permeabilizacién de
membranas biolégicas y agentes de localizacién
subcelular pueden encontrarse en la patente nor-
teamericana US 5.990.089.
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Composicion farmacéutica

La invenciéon también proporciona una com-
posicién farmacéutica, en adelante composicién
farmacéutica de la invencién, que comprende un
vector de la invencién, o una composicién de la
invencidén, y uno o méas excipientes farmacéutica-
mente aceptables.

El vector o composicién de la invencién, pa-
ra aplicaciones terapéuticas puede ser formulado
de multiples maneras, en una forma de admi-
nistraciéon adecuada para su administracién por
cualquier via apropiada, incluyendo, la via oral,
parenteral o tépica. Una revisiéon de las distintas
formas de administracién de farmacos y de los ex-
cipientes para su elaboraciéon puede encontrarse
en el Tratado de Farmacia Galénica, de C. Fauli
i Trillo, Luzan 5, S.A. de Ediciones, 12 edicién,
1993.

Procedimiento para la introduccion de un polinu-
cledgtido en una célula

El vector de la invencién, o una composicién
de la invencién o una composiciéon farmacéutica
de la invencién pueden ser empleados para la in-
troduccién de un polinucleétido en una célula.
La célula, preferentemente, serd una célula eu-
cariética, mas preferentemente, una célula de ma-
mifero, incluyendo células de seres humanos. La
introduccién del polinucleétido en la célula puede
realizarse in vivo, ex vivo o in vitro. Por tanto,
la invencién proporciona un procedimiento para
la introduccién in vitro de un polinucleétido en
una célula que comprende poner en contacto di-
cha célula con un vector de la invencién, o una
composicién de la invencién o una composicién
farmacéutica de la invencién.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién y
no deben ser considerados limitativos del alcance
de la misma. Salvo indicacién en sentido contra-
rio, el DNA utilizado en todos los ejemplos para
ensayar la capacidad del péptido de la invencién
para unir y condensar DNA, asi como para tran-
sferirlo al interior celular, fue DNA plasmidico
(pSV2LUC).

Ejemplo 1
Sintesis de péptidos

Los péptidos RAWA [SEC. ID. N°: 1], KA-
LA [Wyman TB, Nicol F, Zelphati O, Scaria PV,
Plank C, Szoka FC Jr. Biochemistry 1997; 36:
3008-3017] y JTS-1 [Gottschalk S, Sparrow JT,
Hauer J, Mims MP, Leland FE, Woo SL, et al.
Gene Ther. 1996; 3: 448-457] se obtuvieron por
sintesis quimica en un sintetizador automdtico
multiple AMS 422 (Abimed) empleando la me-
todologia convencional de sintesis en fase sélida
con quimica Fmoc estdndar [Gausepohl H, Bou-
lin C, Kraft M, Frank RW. Pept. Res. 1992; 5:
315-320; King DS, Fields CG, Fields GB. Int. J.
Pept. Protein. Res. 1990; 36: 255-266]. A conti-
nuacion, los péptidos se purificaron del crudo de
reacciéon mediante HPLC empleando una colum-
na semipreparativa Nucleosy C-18 (Tracer). La
homogeneidad e integridad de los productos pu-
rificados se confirmé mediante HPLC analitica,
analisis de aminodcidos y espectrometria de ma-
sas.
El péptido RAWA es soluble en una solucién
acuosa y presenta una estructura helicoidal de
aproximadamente un 40 %, de acuerdo con su es-
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pectro de dicroismo circular (CD) a 25°C [Pad-
manabhan S, Zhang W, Capp MW, Anderson,
CF, Record MT Jr. Biochemistry 1997, 36: 5193-
5206].

Ejemplo 2

Determinacion de la union de DNA al péptido
RAWA por electroforesis

Se ha evaluado la unién del péptido RAWA a
DNA por electroforesis, mediante el retardo elec-
troforético del plasmido pSV2LUC en geles de
agarosa al 1%. Para ello, una cantidad fija de
DNA se hizo interaccionar con cantidades crecien-
tes del péptido RAWA a unas relaciones mola-
res de carga “fosfato (DNA):resto catiénico (pép-
tido)” [CR (-/+)] preestablecidas. Los resulta-
dos obtenidos se muestran en la Figura 1A donde
puede apreciarse que la banda correspondiente al
plasmido libré va desapareciendo a medida que
se incrementa la cantidad del péptido, desapa-
reciendo completamente cuando la CR llega a 1
(complejo electroneutro). Por otra parte, la au-
sencia de tincién por el colorante bromuro de eti-
dio de la banda de DNA retenida en el pocillo
por la interaccién con el péptido denota un cierto
nivel de compactacion. No obstante, este pri-
mer estudio no permitié una discriminacién adi-
cional frente al nivel de interaccién requiriéndose
un andlisis mas detallado.

Ejemplo 3
Determinacion de la union y condensacion de
DNA por fluorescencia

Se ha determinado la unién de los péptidos
RAWA y KALA a DNA, asi como la condensacién
del DNA por dichos péptidos mediante ensayos de
fluorescencia basados en la extincién de la fluores-
cencia del triptéfano de los péptidos y en el des-
plazamiento del bromuro de etidio, previamente
intercalado en el acido nucleico. Las Figuras 1B
y 1C muestran los perfiles de unién a DNA de los
péptidos RAWA y KALA obtenidos en los ensa-
yos de extincion de fluorescencia de triptéfano y
desplazamiento del bromuro de etidio, respectiva-
mente.

Las medidas de fluorescencia se realizaron en
un espectrofluorimetro SLM-Aminco 8100 (Ur-
bana, IL) a 37°C, utilizando una configuracién
de polarizadores en dngulo mégico. La unién del
péptido al DNA (pSV2LUC) se siguié median-
te la extincion de la fluorescencia del triptéfano,
utilizando 296 nm y 350 nm como longitudes de
onda de excitacién y emisién, respectivamente
[Padmanabhan S, Zhang W, Capp MW, Ander-
son, CF, Record MT Jr. Biochemistry 1997, 36:
5193-5206]. Las soluciones peptidicas (3-5 pM)
se valoraron mediante adiciones sucesivas de un
pldsmido de DNA (pSV2LUC). La extincién de
la fluorescencia observada (Qops) se calculé como
(F-F,)/F,, donde F es la intensidad de la fluores-
cencia observada en presencia de DNA y F, es la
intensidad de la fluorescencia del péptido libre.

El desplazamiento del bromuro de etidio
(EtBr) se determiné midiendo la reduccién de la
emision de fluorescencia a 595 nm (excitacién a
510 nm) de una solucién de DNA plasmidico (30
uM de fosfato-DNA) marcado con el agente inter-
calante (relacién molar DNA:EtBr de 29:1) por
adicion de cantidades crecientes de los péptidos
RAWA y KALA [Wyman TB, Nicol F, Zelphati
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O, Scaria PV, Plank C, Szoka FC Jr. Biochemis-
try 1997; 36: 3008-3017]. El desplazamiento del
bromuro de etidio se calculé como (F-F)/(Fy-
F;) donde F es la intensidad de la fluorescencia
observada en presencia de DNA y F; y Fy son
las intensidades de la fluorescencia del EtBr en
ausencia y presencia de DNA, respectivamente.

La unién del péptido RAWA al DNA, determi-
nada mediante el ensayo de extincién de fluores-
cencia del triptéfano, es bifdsica. La extension del
“apagamiento” (extincién) se incrementa brusca-
mente hasta un méximo a una CR (-/+) de 0,25,
decreciendo hasta alcanzar una meseta a una CR
(-/+) de 1,0. Estos datos son compatibles con un
proceso complejo en el que existen dos formas de
péptido unido al DNA, agregados a bajos valores
de CR (-/+) y mondmeros a valores de CR (-/+)
superiores a 1,0. Por el contrario, la extension del
apagamiento de la fluorescencia del tript6fano en
el péptido KALA se incrementa monotdonicamente
hasta alcanzar el maximo a una CR de 1:1, lo que
estd en consonancia con una unica estructura in-
teractuante del péptido con el DNA.

El ensayo de desplazamiento del bromuro de
etidio (Figura 1C) revela que el maximo de con-
densacién del DNA inducido por el péptido RA-
WA se alcanza a un nivel de CR (+/-) de 4,0, de
conformidad con los resultados previos, y que la
fraccién de desplazamiento del colorante es simi-
lar a la observada con protamina (datos no pre-
sentados). El péptido KALA alcanza un maximo
de condensacién en el complejo tedrico de carga
electroneutro, y tanto la tendencia como el grado
de exclusién concuerdan con los valores descri-
tos [Wyman TB, Nicol F, Zelphati O, Scaria PV,
Plank C, Szoka FC Jr. Biochemistry 1997; 36:
3008-3017]. Tomados en su conjunto, estos re-
sultados revelan que el péptido RAWA tiene un
mejor efecto en la condensacién de DNA y que
su interaccién con el DNA implica formas mo-
noméricas y agregadas.

Ejemplo 4
Capacidad perturbadora de membrana

La capacidad de los péptidos (RAWA y KA-
LA) libres de DNA de interaccionar y pertur-
bar membranas biolégicas se determiné mediante
ensayos con liposomas formados por fosfolipidos
neutros (fosfatidilcolina) y anidnicos (fosfatidilgli-
cerol) estudiando el efecto sobre la permeabilidad
de las membranas y la capacidad de promover la
mezcla de lipidos (Figura 2). En un primer ensayo
se evalu6 su actividad fusogénica cuantificando
la mezcla de lipidos tras la fusién de liposomas
marcados con un doble fluoréforo y liposomas sin
marcar (Figura 2A). Paralelamente se estudié la
capacidad de dichos péptidos para desestabilizar
liposomas y permitir la fuga de su contenido fluo-
rogénico (Figura 2B).

Para realizar este ejemplo se prepararon unas
vesiculas lipidicas (POPC:POPG, 70:30) de 100
nm de didmetro mediante hidratacién-extrusién
en tampén Hepes 25 mM pH 7,0, NaCl 100 mM
y EDTA 1 mM. Para los ensayos de mezcla de
lipidos, las vesiculas se marcaron con 1% de
NBD-PE y 0,6 % Rh-PE, y se diluyeron en Una
relacién 1:9 con vesiculas no marcadas. Para los
ensayos de permeabilidad, la hidratacion se rea-
liz6 en tampén Hepes 25 mM pH 7,0, NaCl 20
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mM, ANTS 12,5 mM, DPX 45 mM y EDTA 1
mM. Tras la extrusion, el material extravesicular
se separé mediante cromatografia empleando una
columna de Sephadex G75 equilibrada en tampdén
Hepes 25 mM pH 7,0, NaCl 100 mM y EDTA 1
mM, y la concentracién final de lipido se deter-
miné mediante valoracién del contenido en fosfato
[Barlett GR, J. Bool. Chem. 1959, 234:466]. La
liberacién del contenido intravesicular y la mezcla
de lipidos se determiné de acuerdo con metodo-
logia estdndar [Manchefio JM, Gasset M, Albar
JP, Lacadena J, Martinez del Pozo A, Onaderra
M, Gavilanes JG, Bipphys. J. 1995, 68: 2387-
2395; Ellens H, Bentz J, Szoka FC Jr, Biochemis-
try, 1984, 23:1532-1538; Struck DK, Hoekstra D,
Pagano, Biochemistry, 1981, 20:4093-4099), efec-
tuando las medidas después de 30 minutos de
interaccién péptido-lipido a 37°C. La mezcla de
lipidos se calculé como el incremento relativo de la
intensidad de fluorescencia a 530 nm (excitacién
a 470 nm), siendo Fo and Figg los valores de la
intensidad en ausencia de péptidos y en presen-
cia de 0,5 % Triton X-100 (v/v), respectivamente.
Anilogamente, el porcentaje de permeabilizacién
se calcul6 como el incremento relativo de la inten-
sidad de fluorescencia a 530 nm (excitacién a 386
nm), siendo Fy and Fygo los valores de la inten-
sidad en ausencia de péptidos y en presencia de
0,5% Triton X-100 (v/v), respectivamente.

Tal como se indicé, el péptido KALA tiene
una accién perturbadora de la membrana de tal
forma que le hace competente para la mezcla de
lipidos (capacidad fusogénica) a niveles de rela-
ciones péptido/lipido mayores que los observados
en el ensayo de actividad litica (Figura 2A). Por el
contrario, el péptido RAWA carece de potencial
fusogénico y, la actividad maxima litica requiere
una mayor relacién péptido/lipido que el péptido
KALA. Ambos resultados indican que el pépti-
do RAWA actiia como una secuencia formadora
de poros transmembrana y con interferencia de
especies agregadas en solucién acuosa [Brasseur
R. J. Biol. Chem. 1991; 266:16120-16127; Rapa-
port D, Peled R, Nir S, Shai Y. Bipphys. J. 1996;
70:2503-2512].

La adicién secuencial de DNA a una canti-
dad fija de péptido previene la accién desestabi-
lizante de membrana de forma CR-dependiente.
La magnitud de este efecto se correlaciona con la
formacién de un complejo péptido/DNA con un
CR de 1:1 (Figura 2C). De acuerdo con la menor
capacidad de alteracion de membrana del pépti-
do RAWA en comparacién con KALA, se puede
postular una menor toxicidad para RAWA, que
permitiria su uso como un sistema de transferen-
cia de DNA ya sea en cultivos celulares o in vivo.
Ejemplo 5
Transferencia de DNA

Una vez establecido que el péptido RAWA
presenta la capacidad de transferir DNA in vitro,
se evalué el potencial del péptido RAWA como
vector de transferencia génica mediante ensayos
de transfeccion en células COS-7.

Se realizaron unos ensayos convencionales de
transfeccién en células COS-7 transformadas con
SV40, mantenidas en cultivo en medio Eagle mo-
dificado por Dulbecco (BioWhittaker, Inc.), con-
teniendo 10 % de suero fetal bovino térmicamente
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inactivado L-glutamina 2 mM, 100 unidades/ml
de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Las
células se incubaron con peptiplexes, es decir,
complejos péptido/DNA [Felgner PL, Barenholz
Y, Behr JP, Cheng SH, Cullis P, Huang L., et
al. Hum. Gene Ther. 1997; 8: 511-512], prefor-
mados utilizando una cantidad fija del pldsmido
pSV2LUC (2 pg) v cantidades crecientes del pép-
tido a ensayar, y se determiné la CR de estos
complejos. El plasmido de expresién pSV2LUC
incluye el gen de la luciferasa bajo el control del
promotor temprano de SV40.

Los complejos péptido/DNA (peptiplexes) se
prepararon incubando 2 pug de DNA plasmidico
(pSV2LUC) con cantidades variables de cada
péptido en tampén Hepes 50 mM pH 7,5, KCI
50 mM, MgCls 5 mM, a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Para los ensayos de trans-
feccién, las células se sembraron en placas de 12
pocillos a una densidad de 5 x 10* células/pocillo,
cultivindose durante toda la noche a 37°C. El
medio de crecimiento se cambié con 1 ml/pocillo
de medio fresco 30 minutos antes de anadir los
complejos péptido-DNA (100 ul/pocillo). Las cé-
lulas se incubaron durante 16 h a 37°C con los
peptiplexes y, después de un cambio de medio, 24
la mas, antes de su recoleccién para el andlisis.
Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

La actividad luciferasa se determiné emplean-
do la metodologia convencional [Fominaya J, Wels
W. J. Biol. Chem. 1996; 271: 10560-10568], uti-
lizando 150 wl de lisado y 5 ul de muestra de
ensayo. La actividad enzimatica se siguié du-
rante 10 segundos en un luminémetro (LUMAT
LB 9501, Berthold) con inyecciones automdticas
de 100 gl de luciferina (Sigma) 250 mM, glicilgli-
cina 25 mM, pH 7,8 y coenzima A (Boehringer
Mannheim) 0,5 mM. La actividad luciferasa se
calcul6 como unidades relativas de luz por mg de
proteina celular total (URL/mg).

Debido a que la unién de los complejos pépti-
do/DNA a las células va a depender de la carga
neta positiva, en un primer experimento se pro-
cedié a determinar el efecto de la estequiometria
del complejo sobre la actividad del transgen. La
Figura 3A muestra los niveles de citotoxicidad,
expresados en forma de porcentaje de viabilidad
de células COS-7 transfectadas con dichos com-
plejos, a diferentes CR, (como valor de referencia
de 100 % de viabilidad se usaron células tratadas
con un placebo).

La eficacia del péptido RAWA como vector de
transferencia de DNA en comparacién con el pép-
tido control (KALA) se muestra en la Figura 3B,
donde puede apreciarse que el péptido RAWA fue
ocho veces mas eficiente que el péptido KALA y
con una menor toxicidad, permitiendo la transfe-
rencia génica sin toxicidad en una concentracion
de péptido que en el caso de ser KALA causaria
una extensa muerte celular.

Con objeto de discriminar entre una captacion
natural de los peptiplexes (DNA-RAWA) por las
células y una efectiva introduccién del gen repor-
tero, se realizaron una serie de ensayos de trans-
feccién, solos o en presencia de cloroquina (Figura
4A), un reactivo acidotrépico que neutraliza el pH
endosomal e induce un hinchamiento osmético de
las vesiculas que permite la liberacién del conte-
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nido endosomal al citoplasma en ausencia de ac-
tividad de translocacién [Wolfert MA, Seymour
LW. Gene Ther. 1998; 5: 409-414]. Se observé
que los complejos de DNA-RAWA eran capaces
de unirse a las membranas celulares y alcanzar
el endosoma en todos los niveles de CR estudia-
dos. Sin embargo, a bajos niveles de CR (+/-) la
cloroquina es esencial para una transferencia gé-
nica exitosa. A altos niveles de CR, los comple-
jos DNA-RAWA actidan de forma independiente
de aditivo y ofrecen eficiencias que se incremen-
tan en paralelo con la cantidad total de péptido.
Esto demuestra que los complejos péptido/DNA
son eficaces en cuanto a la unién celular y el trans-
porte inicial del DNA al interior celular pero los
complejos a bajas estequiometrias (CR (+/-)) son
incapaces de alcanzar el citosol y quedan reteni-
dos en endosomas. Este comportamiento sugiere
la existencia de al menos dos formas peptidicas,
cada una de ellas responsable de una actividad
diferente. Una explicacién es que el péptido del
peptiplex puede mediar la unién de complejos a la
membrana celular, mientras que el péptido libre
pudiera modificar la permeabilidad de la mem-
brana. Esta hipdtesis se confirmé analizando el
efecto de la adicion del péptido libre a las cé-
lulas incubadas con peptiplexes en una relacién
CR (+4/-) de 2 en ausencia (control negativo) y
en presencia (control positivo) de cloroquina en
comparacién con peptiplexes preparados a nive-
les elevados de CR (+/-) de 20. La adicién del
péptido libre RAWA a las células tratadas con
peptiplexes a bajos niveles de CR provocé mayo-
res niveles de luciferasa que los observados en los
controles con tratamiento con cloroquina y pep-
tiplex CR (+/-) de 20 (Figura 4B), es decir, que
el péptido libre RAWA anadido es capaz de re-
constituir la eficacia obtenida con el tratamiento
con cloroquina. Los menores niveles de luciferasa
obtenidos con peptiplex a niveles de CR 20 pue-
den estar justificados por el menor contenido de
la forma libre del péptido RAWA, ya que el mate-
rial anadido a las células es compartido entre los
complejos péptido-DNA y el péptido libre. Los
estudios de interaccién DNA-péptido (Figura 1)
apuntan a una estequiometria de péptido unido
de CR (+/-) de 4, que dejaria inicamente el 80 %
del total del péptido RAWA como péptido libre
en el complejo péptido-DNA con una CR de 20.
Todos los ensayos de transfecciéon fueron realiza-
dos en presencia de niveles normales de suero al
no mostrar el péptido RAWA inhibicién por el
suero, que representa una limitacién en otros sis-
temas de transferencia génica.

Para evaluar la dependencia de la concen-
tracién de los complejos péptido/DNA en la efi-
cacia de transfeccion se prepararon complejos a
una relacién molar de carga (CR) de 4 utilizando
cantidades de DNA variables comprendidas en-
tre 0,2 y 6 pug (Figura 5). La Figura 5A des-
cribe el efecto de cantidades crecientes de DNA
plasmidico en un sistema de transferencia génica
mediado por el péptido RAWA. Inesperadamente,
las correlacion linear entre la dosis de DNA y la
actividad del transgen se observa tunicamente en
un estrecho intervalo de 0,2 a 0,5 ug de plasmido.
Por encima de este valor, ocurre un efecto de satu-
racién y no se observan otros incrementos adicio-
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nales Esto permite reducir cuatro veces la dosis de
DNA usada en los métodos rutinarios utilizados
sin pérdida apreciable de rendimiento. Cuando
los experimentos de titulacién (Figura 4A) fue-
ron repetidos con 0,5 ug de DNA plasmidico (Fi-
gura 5B), se obtuvo un perfil distinto, en el que
la actividad dependiente de cloroquina ya no es
constante alcanzando un nivel maximo en un in-
tervalo de CR (+4/-) entre 4 y 8, indicando una
estequiometria de péptido unido en el complejo
de 4, resultado que estd en sintonia con los datos
biofisicos. Ademaés, la actividad independiente de
cloroquina aparece ahora a una CR de 64, es de-
cir, 4 veces superior a la observada en la Figura 4.
Esto confirma el efecto perturbador de membra-
nas ejercido por el péptido libre, pues en las con-
diciones mencionadas la concentracion de péptido
total (y en ese caso, es mayoritariamente pépti-
do libre) es idéntica a la utilizada para una CR
de 16 en la titulacién con 2 ug de DNA. Sin em-
bargo, en ambos casos la concentracién total del
péptido, principalmente el péptido libre RAWA,
es equivalente.

Ejemplo 6

Potencial del péptido RAWA como sistema de
transferencia génica

El péptido RAWA ofrece resultados similares
a los obtenidos con la mayoria de los mejores
agentes de transferencia génica, comercialmente
disponibles, ya sea cuando se usan a niveles de
CR (+/-) de 4,0 en presencia de cloroquina (Fi-
gura 6A) y en niveles de CR (+/-) de 16,0 en
ausencia de aditivos (datos no presentados). La
eficiencia de un vector basado en el péptido RA-
WA en células COS-7 es similar a la obtenida con
Lipofectamine Plus® (Gibco-Life Technologies),
Superfect® (Quiagen), GenePorter® (Gene De-
livery Systems) o FuGene® (Boehringer Mann-
heim, Ind) (Figura 6A). En andlisis de citometria
de flujo se estimaron al menos un 60% de célu-
las positivas con este sistema usando como gen
indicador el gen que codifica la proteina fluo-
rescete verde (datos no mostrados). La Figura
6B muestra un estudio comparativo para eva-
luar la eficiencia del péptido RAWA sobre dis-
tintas lineas celulares, utilizando Lipofectamine
Plus® como control interno. El efecto del con-
texto celular sobre la eficacia de transfeccion se
evalué utilizando las siguientes lineas celulares:
fibroblastos de ratén, NIH-3T3; células embrio-
narias de rinén humano transformadas con E1A,
293; células embrionarias de rinén humano trans-
formadas con E1A y SV 40, 293T; células de ade-
nocarcinoma mamario humano MCF-7; células
de fibrosarcoma humano HT-1080; células ade-
nocarcinoma humano HeLa; osteosarcoma canino
D17; células endoteliales de vena umbilical hu-
mana (HUVEC); células del cordén umbilical hu-
mano ECV304; y células de melanoma de ratén
B16. Los peptiplexes y los ensayos de luciferasa se
prepararon de acuerdo a lo descrito en el Ejemplo
5.

Se observé que la eficiencia era altamente de-
pendiente de las células diana, como en el caso de
la mayoria de los sistemas de transferencia géni-
ca. Los mejores resultados con el péptido RAWA
fueron obtenidos usando células adheridas (COS-
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7,293T, HT1080 y D17), y fueron pobres cuando
se usaron células en suspensién, al igual que con
otros vectores catiénicos de transferencia génica.
Cuando se compara con Lipofectamine Plus® | la
eficiencia se encuentra generalmente en el mismo
nivel. Con algunas lineas celulares, tales como
D17, la actividad luciferasa dependiente del pép-
tido RAWA superaba niveles de 10'° URL/mg de
proteina.

Finalmente, durante los ensayos de transfec-
cién con RAWA la toxicidad celular es minima
y sélo comienza a apreciarse a CR muy elevadas
(por encima de 32), lo que supone una concen-
tracion de péptido en el cultivo celular superior a
30 pM (Figura 7). Las condiciones normales de
trabajo son de 1 6 2 uM. La carencia de toxici-
dad unida a su buen funcionamiento en presencia
de suero, dos de las limitaciones mas frecuentes
de los sistemas de transferencia génica, colocan
al sistema basado en el péptido RAWA en una
posicién ventajosa.

Ejemplo 7
Aplicacion in vivo del péptido RAWA

El péptido RAWA cumple todos los crite-
rios requeridos a un vector génico en ensayos de
transfeccién. Sin embargo, con la excepcién de
dudas farmacocinéticas, sus aplicaciones in vivo
pueden ser limitadas debido a que requiere una
fraccién peptidica libre para poder ejercer una ac-
tividad perturbadora de membrana. Para superar
esta limitacién, se ha incorporado un péptido fu-
sogénico al peptiplex basado en el péptido RAWA
(Figura 7). Como entidad fusogénica a modo de
ejemplo, se ha utilizado JTS-1, un péptido an-
fipatico de naturaleza &cida optimizado a partir
de la secuencia amino-terminal de la hemagluti-
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nina de la influenza [Gottschalk S, Sparrow JT,
Hauer J, Mims MP, Leland FE, Woo SL, et al.
Gene Ther. 1996; 3: 448-457]. Los experimen-
tos de titulacién revelaron que JTS-1 se une al
peptiplex por interaccién con el péptido RAWA.
La preincubaciéon de ambos péptidos antes de la
adicién del DNA elimina el efecto fusogénico ob-
tenido cuando JTS-1 es anadido al peptiplex que
comprende el péptido RAWA. Ademis, la acti-
vidad de dicho péptido fusogénico es mucho me-
nor cuando se anade en forma trans o las células
tratadas con los complejos RAWA-DNA. La este-
quiometria empleada en este experimento es el re-
sultado de las valoraciones de JTS-1 y diferentes
CR (4/-) de los complejos RAWA-DNA, en un
intervalo de 3 a 8. En todos los casos, el maximo
efecto fue observado en una CR (+/-) JTS-1/RA-
WA de 1:2 (datos no mostrados), lo que preserva
la carga global positiva del complejo, y fue esta-
blecido como 6ptimo para futuros experimentos.
Estos resultados sugieren que la eficiencia de la
transferencia génica in vivo puede ser alcanzada
con la incorporacién de un segundo péptido al
complejo como coadyuvante. Este complejo san-
dwich ademas subraya la posibilidad de péptidos
modulares de fusién, cuya viabilidad podria ser
apoyada por estudios previos de los inventores en
relacion con proteinas quiméricas multidominios
como vectores de transferencia génica [Fominaya
J, Wels W. J. Biol. Chem. 1996; 271: 10560-
10568; Wels W, Fominaya J. Peptides and fusion
proteins as modular DNA carriers. En: A.V. Ka-
banov, P. Felgner, P. and L.W. Seymour (eds).
Self-assembling complezes for gene delivery: from
laboratory to clinical trial. John Wiley & Sons
Ltd, 1998, pp.351-369].
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REIVINDICACIONES

1. Péptido que comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en la SEC. ID. N°: 1.

2. Péptido segun la reivindicacién 1, que com-
prende dos o mas secuencias de férmula general
(I) unidas entre si, independientemente, de forma
consecutiva o espaciadas por secuencias flexibles
o ricas en prolina.

3. Péptido segun la reivindicacién 1, en el que
los aminodacidos aal a aa23 son D-aminoécidos.

4. Un procedimiento para la obtenciéon de un
péptido segiin cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, que comprende la sintesis quimica de dicho
péptido.

5. Una secuencia de acido nucleico que codi-
fica un péptido segun cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 3.

6. Un procedimiento para la obtenciéon de un
péptido segin cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, que comprende la expresiéon en un sistema
de expresiéon de una secuencia de dcido nucleico
segun la reivindicaciéon 9.

7. Un vector no viral de transferencia géni-
ca que comprende un péptido segin cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3 y un polinucleétido
acoplado no covalentemente a dicho péptido.

8. Vector segun la reivindicacién 7, en el que
dicho polinucleétido es una molécula de DNA,
monocatenaria, bicatenaria o multicatenaria, li-
neal o circular.

9. Vector segin la reivindicacién 7, en el que
dicho polinucleétido es una molécula de RNA,
monocatenaria, bicatenaria o multicatenaria, li-
neal o circular.

10. Vector segun la reivindicaciéon 7, en el
que dicho polinucledtido es una molécula hibrida
DNA-RNA.

11. Vector segtin la reivindicacién 7, en el
que dicho polinucledtido es una molécula hibrida
PNA-DNA.

12. Vector segun la reivindicacién 7, en el que
dicho polinucleétido se selecciona entre un poli-
nucledtido que codifica regiones promotoras, ope-
radoras, estructurales o terminadoras de genes, o
una combinacion de las mismas, un polinucledti-
do que codifica un material codificante o no, pero
genéticamente relevante, y sus mezclas.

13. Vector segun la reivindicacién 7, en el que
dicho polinucledtido comprende un acido nucleico
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con valor terapéutico.

14. Vector segin la reivindicaciéon 13, en el
que dicho polinucleétido se selecciona entre un
polinucleétido antisentido, un polinucleétido que
codifica un producto con actividad enzimética, un
producto que, una vez en la célula, modifique la
fisiologia celular o una situacién patolégica, y sus
mezclas.

15. Vector segun la reivindicacién 7, en el
que dicho polinucleétido forma parte de un cro-
mosoma artificial.

16. Vector segin la reivindicacién 7, que com-
prende, ademads, un agente potenciador de la ca-
pacidad de alterar la membrana.

17. Vector segtun la reivindicacién 16, en el
que dicho agente potenciador de la capacidad de
alterar la membrana es un péptido fusogénico.

18. Una célula que comprende un vector segin
cualquiera de las reivindicaciones 7 a 17.

19. Célula segun la reivindicacién 18, carac-
terizada porque es una célula eucaridtica.

20. Una composicién que comprende un vec-
tor segin cualquiera de las reivindicaciones 7 a
17, opcionalmente junto con uno o mas agentes
seleccionados entre agentes que enmascaran el po-
linucleétido, agentes de reconocimiento de célu-
las, agentes de permeabilizacién de membrana,
agentes de localizacién subcelular, y sus mezclas.

21. Una composicién farmacéutica que com-
prende un vector segin cualquiera de las reivin-
dicaciones 7 a 17, o una composiciéon segin la
reivindicaciéon 20, uno o mas excipientes farma-
céuticamente aceptables.

22. Un procedimiento para la introduccién
in vitro de un polinucleétido en una célula que
comprende poner en contacto dicha célula con un
vector segin cualquiera de las reivindicaciones 7 a
17, o con una composicién segun la reivindicacion
20, o con una composiciéon farmacéutica segun la
reivindicacion 21.

23. Empleo de un péptido segin cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3, en la elaboracién de
un vector no viral de transferencia génica.

24. Empleo de un péptido segiin cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3, o de un vector de
transferencia génica segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 7 a 17, en la elaboracién de una
composicién farmacéutica adecuada para terapia
génica.
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LISTAS DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL

(1) SOLICITANTE:

NOMBRE: CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
MEDPLANT GENETICS, S.L.
JESUS FOMINAYA GUTIERREZ

(2) CALLE: Serrano, 113

(3) CIUDAD: Madrid

(4) PROVINCIA: Madrid

(5) PAIS: Espana

(6) CODIGO POSTAL: 28006
(7) TELEFONO: 91 585 50 00
(8) TELEFAX: 91 411 30 77

(2) TITULO DE LA INVENCION: PEPTIDOS CATIONICOS ANFIPATICOS Y
SU APLICACION EN VECTORES DE TRANSFERENCIA GENICA

(3) NUMERO DE SECUENCIAS: 1
(4) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:

(1) TIPO DE SOPORTE: Floppy disk

(2) ORDENADOR: IBM PC compatible

(3) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS

(4) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Versién #1.30 (OPE)

(2) INFORMACION DE LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° (SEC. ID. N°): 1

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(1) LONGITUD: 23 aminoécidos
(2) TIPO: péptido
(2) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N°: 1:

Arg Ala Trp Ala Arg Ala Leu Ala Arg Ala Leu Arg Ala Leu Ala Arg
1 5 10 15
Ala Leu Arg Ala Leu Ala Arg
20
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