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DESCRIPCION

Péptidos con permeabilidad celular inhibidores de la ruta de transduccidn de sefiales de la JNK.
Campo de la invencion

En general, esta invencion se refiere a inhibidores de la proteina-quinasa y, de forma mas especifica, a inhibidores
de la proteina-quinasa c-Jun amino terminal quinasa.

Antecedentes de la invencion

La quinasa c-Jun amino terminal (JNK) es un miembro del grupo activado por estrés de las proteinas quinasas
mitogeno-activadas (MAP). Estas quinasas estdn implicadas en el control del crecimiento y de la diferenciacién celular,
y, en general, en la respuesta de las células a los estimulos ambientales. La ruta de transduccién de sefiales de la INK es
activada en respuesta al estrés ambiental y mediante varios tipos de receptores de la superficie celular. Estos receptores
pueden incluir los receptores de citoquinas, receptores de serpentinas y receptor de la tirosina-quinasa. En las células de
mamiferos, la JNK estd involucrada en procesos bioldgicos tales como la transformacién oncogénica y en la mediacién
de respuestas adaptivas al estrés ambiental. La JNK se ha asociado también a la modulacién de las respuestas inmunes,
incluidas la maduracién y diferenciacion de las células inmunes, asi como a la muerte celular programada en células
identificadas como para ser destruidas por el sistema inmune.

Diversas publicaciones se refieren a la JNK y a la ruta de transduccién de sefiales de la JNK. Por ejemplo, la WO
98/49188 describe inhibidores de la ruta de transduccion de sefiales de la JNK, asi como métodos para su utilizacion.
En particular, la WO 98/49188 identifica la proteina 1 interactuando con JNK (JIP-1), un inhibidor de la proteina
JNKI1. Ademads, revela métodos generales para tratar un estado patolégico o métodos para prevenir la aparicién de un
estado patoldgico en un paciente mediante la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de polipéptidos
JIP-1. La WO 98/49188 no describe la utilizacién de péptidos que contienen péptidos especificos IB1 (JIP-1) o IB2
y que adicionalmente contienen secuencias TAT como moléculas transportadoras para el tratamiento de la pérdida de
audicién.

De forma similar, la WO 01/27268 revela inhibidores peptidicos con permeabilidad celular de la ruta de transduc-
cién de sefales de la JNK, que se unen a las protefnas JNK e inhiben los efectos mediados por JNK en las células
expresoras de JNK. La WO 01/27268 no describe el tratamiento de la pérdida de audicién. De forma mds particular,
la WO 01/27268 no revela la utilizacién de péptidos que contienen los péptidos especificos IB1 o IB2 y que contienen
adicionalmente secuencias TAT como moléculas transportadoras para el tratamiento de la pérdida de audicién.

Bonny y col. (Diabetes, Vol. 50, enero 2001) describen secuencias peptidicas relacionadas con JNKI-1. Sin embar-
go, en Bonny y col. (2001) se relacionan exclusivamente con la apoptosis de las células 8 pancréaticas inducida por
IL-18 y no menciona la pérdida de audicién o enfermedad alguna relacionada con la misma.

De forma similar, la WO 98/44106 muestra el IB-1 y la utilizacién de polipéptidos relacionados con IB-1 para el
tratamiento de diversas enfermedades. La WO 98/44106 no especifica el uso de las secuencias especificas de IB1 o
IB2 de acuerdo con la presente invencion para el tratamiento de la pérdida de audicion.

Vives y col. (The Journal of Biological Chemistry, Vol. 272, No. 25, Publicacién de 20 de junio, pp. 16010-16017,
1997), WO 94/04686, Bonny y col. (The Journal of Biological Chemistry, Vol. 273, No. 4, Publicacién de 23 de enero,
pp. 1843-1846, 1998) y Lee y col. (The Journal of Biological Chemistry, Vol. 278, No. 5, Publicacién de 23 de enero,
pp- 2896-2902, 2003) tratan también de las proteinas relacionadas con IB1 o JNK. Sin embargo, ninguno de estos
documentos describe el tratamiento de la pérdida de audicion o incluso la utilizacién de péptidos que contienen los
péptidos especificos IB1 o IB2 y contienen adicionalmente secuencias TAT como moléculas transportadoras para el
tratamiento de la pérdida de audicién.

Sumario de la invencion

La presente invencion se base en parte en el descubrimiento de péptidos que son inhibidores eficaces de las protei-
nas JNK. Los péptidos mencionados aqui como inhibidores peptidicos de JNK disminuyen los efectos proliferativos
en las células “aguas abajo” de la quinasa c-Jun amino terminal (JNK).

En consecuencia, la invencién incluye la utilizacién de nuevos péptidos inhibidores de JNK (“péptidos JNKI)
incluyendo cualquiera de las secuencias de aminoécidos seleccionadas de entre las SEQ ID NOs: 3-6 y 22, asf como
péptidos quiméricos, selecciondndose cualquiera de las secuencias de aminodcidos de entre las SEQ ID NOs: 11-16
y 23-26, que incluyen un inhibidor peptidico de JNK ligado a un péptido de trifico que se puede utilizar para dirigir
un péptido en el que estd presente hacia un lugar celular deseado, o la utilizacién de dcidos nucleicos que codifican
estos péptidos en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de la pérdida de audicién en un
sujeto, caracterizada porque el péptido impide que se dafien los estereocilios de las células pilosas, la apoptosis de las
células pilosas o la apoptosis neuronal. La secuencia de trafico se puede utilizar para dirigir el transporte del péptido a
través de la membrana plasmadtica. Alternativa o adicionalmente, el péptido de trafico se puede utilizar para dirigir el
péptido hacia un lugar intracelular, tal como el nicleo.
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Los péptidos inhibidores de JNK pueden estar presentes como polimeros de L-aminoacidos. Alternativamente, los
péptidos pueden estar presentes como polimeros de D-aminodcidos.

La pérdida de audicién puede ser un trauma actstico. Asi, en un aspecto, el péptido debe ser administrado antes
de que el sujeto esté expuesto a un trauma acustico. En otro aspecto, el péptido debe administrarse después de que el
sujeto ha sido expuesto a un trauma acustico. El trauma acustico puede ser, por ejemplo, de al menos 90 dB SPL. Alter-
nativamente, la pérdida de audicién estd provocada por un tratamiento con antibidticos. Asi, en un aspecto, el péptido
debe administrarse antes de que el sujeto esté expuesto a un antibidtico. En otro aspecto, el péptido debe administrarse
después de que el sujeto ha estado expuesto a un antibidtico. El antibidtico es, por ejemplo, un aminoglicésido.

La pérdida de audicién puede ser causada por un agente quimioterapéutico. Asi, en un aspecto, el péptido debe
administrarse antes de que el sujeto esté expuesto a un agente quimioterapéutico. En otro aspecto, el péptido debe
administrarse después de que el sujeto ha estado expuesto a un agente quimioterapéutico.

La administracién de los péptidos de la invencién puede realizarse mediante cualquier via de administracion selec-
cionada de entre la administracién intraauricular, intraperitoneal, nasal, intravenosa, oral y en parche.

Entre las ventajas proporcionadas por la invencion, una de ellas consiste en que los péptidos inhibidores de JNK uti-
lizados aqui son pequefios y se pueden producir ficilmente en cantidades masivas y con una gran pureza. Los péptidos
inhibidores son también resistentes a la degradacion intracelular y son escasamente inmunogénicos. En consecuencia,
los péptidos se adaptan bien a aplicaciones in vitro € in vivo en las cuales se desea la inhibicién de la expresién de
JNK.

Salvo definido de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados aqui tienen el mismo significado
que el entendido comtinmente por un especialista en la técnica a la que pertenece esta invencién. Aunque en la practi-
ca o pruebas de la presente invencion se pueden utilizar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos
aqui, se describen a continuacién los métodos y materiales adecuados. En caso de conflicto, regird la presente especi-
ficacion, incluidas las definiciones. Ademads, los materiales, métodos y ejemplos son sélo ilustrativos y no pretenden
ser limitativos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién se evidenciardn a partir de la siguiente descripcién detallada y
reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

Fig. 1A-C: diagramas que muestran alineaciones de regiones de dominios conservados de JBD en los factores de
transcripcién indicados.

Fig. 2: diagrama que muestra alineaciones de péptidos de fusién TAT-IB genéricos.

Fig. 3: histograma que describe la inhibicién de la muerte de células-5 por un dominio JBD de el minimo de 23
aminodcidos de longitud de IB1 en comparacién con el dominio de JBD completo de 280 aminodacidos.

Fig. 4: es una ilustracion que demuestra los efectos de los péptidos TAT, TAT-IB1 y TAT-IB2 sobre la fosforilacién
de las JNKs recombinantes. El panel A muestra la inhibicién de la fosforilacién de c-Jun, ATF2 y Elk1 por las INKs
recombinantes in vitro. El panel B muestra experimentos dosis-respuesta similares al Panel A.

Fig. 5: histograma que describe la inhibicién de la fosforilacién de L-TAT-IB por JNKs recombinantes. El panel A
muestra la inhibicién de L-TAT-IB de la fosforilacién de c-Jun, ATF2 y Elk1 por las JNKs recombinantes in vitro en
presencia de MKK4. El panel B muestra experimentos dosis-respuesta similares con MKK?7.

Fig. 6: es una ilustracién que demuestra la inhibicién de la fosforilacién de c-Jun por JNKSs activadas.

Fig. 7: histograma que describe la inhibicién a corto plazo de la muerte de células-8 pancredticas inducidas por IL-
18 por los péptidos L-TAT-IB.

Fig. 8: histograma que describe la inhibicién a corto plazo de la muerte de células-8 pancreéticas inducidas por IL-
18 por los péptidos D-TAT-1B.

Fig. 9: histograma que describe la inhibicién a largo plazo o la muerte de células-8 pancredticas inducidas por IL-
18 por los péptidos L-TAT-IB1 y D-TAT-IB1.

Fig. 10: histograma que describe la inhibicién de la muerte de las células WiDr de cancer de colén humano inducida
por irradiacién por los péptidos L-TAT-IB1 y D-TAT-IBI.

Fig. 11: es una ilustracién de la modulacién de la actividad de la quinasa JNK por los péptidos L-TAT, TAT-IB1 y
D-TAT-IBI.
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Fig. 12: gréaficos que describen los efectos protectores de los péptidos TAT-IB1 en ratones. El panel A muestra
el efecto de la irradiacion sobre el peso. El panel B muestra el efecto de la irradiacién sobre un estado de edema y
eritema.

Fig. 13: describe el efecto protector de D-JNK1 sobre la pérdida de audicién inducida por ruido. El panel A muestra
una descripcién esquematica del experimento, el panel B muestra un grafico de la pérdida de audicién, los paneles C
y D describen un examen histolégico de un oido contralateral (control) e inyectado con D-JNK1 respectivamente.

Fig. 14A y B: describen el efecto protector de D-JNK1 sobre la pérdida de audicién inducida por antibiéticos.

Fig. 15: grifico de barras que describe un aumento de la recuperacion de los islotes pancréaticos sometidos al
tratamiento con D-JNK1 durante el procedimiento de aislamiento.

Fig. 16A: ilustracion que demuestra la sensibilidad y especificidad de los péptidos inhibidores de la JNK (JNKI)
de la presente invencién con respecto a la activacion y accion de la JNK. La Fig. 16A demuestra el efecto inhibidor
de L-JNKI1 y D-JNKII sobre la activacién y accidén de JNK en ensayos de quinasa respectivamente con JNKlal y
sustratos de GST-Jun y GST-EIk]1.

Fig. 16B: ilustracién que demuestra la sensibilidad y especificidad de los péptidos inhibidores de la INK (JNKI)
de la presente invencién con respecto a la activacion y accién de la JNK. La Fig. 16B demuestra el efecto inhibidor
de la secuencia inhibidora minima de JNK de 20 aminodcidos de JIP-IB1 (forma-L de JBD,;) en experimentos dosis-
respuesta utilizando condiciones similares a las de la Fig. 16A y con cantidades decrecientes de L-JBD,y.

Fig. 16C: ilustracién que demuestra la sensibilidad y especificidad de los péptidos inhibidores de la JNK (JNKI)
de la presente invencién con respecto a la activacion y la accién de la INK. La Fig. 16C demuestra la especificidad de
los péptidos JNKI de la presente invencién en el bloqueo de la activacién de JNK por medio de ensayos de quinasa
con distintas quinasas recombinantes.

Fig. 17A: ilustracién que demuestra la activacion de JNK inducida por N-metil-D-aspartato (NMDA) en neuronas
no tratadas (0) y en neuronas expuestas a NMDA 100 uM durante 10 minutos (10’) o durante 30 minutos (30’).

Fig. 17B: ilustracién que demuestra los efectos de los péptidos JNKI de la presente invencién a nivel de la fos-
forilacién de c-Jun y la cantidad de JNK después de su exposicion a NMDA. En la Fig. 17B, se cargd 4 veces mas
proteina en los extractos nucleares (Nucl) que en los citopldsmicos (Cyt), las abreviaturas empleadas son: C: Control;
N: NMDA; L: L-JNI1 + NMDA; D: D-JNKII + NMDA.

Fig. 17C: histograma que describe la cuantificacién de la expresion de c-fos por PCR en tiempo real utilizando
ARN extraido. La Fig. 17C ilustra la expresién de c-fos relatica a la actina.

Fig. 18: ilustraciones y un histograma que describen el periodo de neurotoxicidad y neuroproteccién de NMDA
por L-JNKI1, D-JNKII y dos péptidos de control, TAT-vacio (la secuencia de TAT sola, sin JBD,y) y L-JNKI1-mut
(donde 6 aminoacidos han sido mutados a alanina).

Fig. 18A-18E: una serie de micrograficos que describen neuronas teflidas con Hoechst 24 horas después del trata-
miento con NMDA.

Fig. 18F: histograma que describe la muerte neuronal 12, 24 y 48 horas después de su exposicién a NMDA (100
uM NMDA) tal como lo indica la actividad de LDH.

Fig. 19: ilustraciones y un histograma que describen la isquemia transitoria en ratones.
Fig. 19A: demuestra el efecto sobre el volumen infartado de un pretratamiento en el cual se administré una inyec-
cion intracerebroventricular (icv) de D-JNKI1 (15,7 ng en 2 ul de solucién de tampdn fosfato (PBS)) a un sujeto 1

hora antes de la oclusion.

Fig. 19B: demuestra el efecto sobre el volumen infartado cuando la inyeccién icv de D-JNKI1 se administra 1 hora
antes de la oclusién o 3, 6 y 12 horas después de la oclusion.

Fig. 20: ilustraciones y un histograma que demuestran la proteccién por D-JNKII1 contra la isquemia focal perma-
nente en ratas jovenes (P14) que habian sido sometidas a perfusién 24 horas después de la oclusion.

Fig. 20A: una serie de ilustraciones que describe ejemplos de lesiones en una rata control (panel de la izquierda) y
una rata tratada con D-JNKI1 6 horas después de la oclusion (panel de la derecha).

Fig. 20B: histograma que describe los volimenes infartado, expresados en % de volumen hemisférico, después de
la inyeccion intraperitoneal (i.p.) de D-JNKII -0,5 hora antes o +6 6 +12 horas después de la oclusién.

Fig. 20C: una serie de ilustraciones que describe los resultados de la inmunohistoquimica para una P-c-Jun en la
que se fosforil6 c-Jun en numerosas neuronas en la corteza peri-infartada.
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion en parte se basa en el descubrimiento de péptidos con permeabilidad celular que inhiben
la ruta de sefiales de la quinasa c-Jun amino terminal (JNK) activada. Estos péptidos se denominan aqui péptidos
inhibidores de la JNK.

Los péptidos inhibidores de la JNK fueron identificados mediante la inspeccién de alineaciones de secuencias entre
los Dominios de Unién de kJNK en diversas proteinas de unién a insulina (IB). Los resultados de esta alineacién se
muestran en las Figs. 1A-1C. La Fig. 1A describe la regiéon de mds alta homologia entre los JBDs de IB1, IB2, c-
Jun y ATF2. El panel B describe la alineacién de secuencias de aminoacidos de los JBDs de IB1 e IB2. Los residuos
totalmente conservados se indican mediante asteriscos, mientras que los residuos cambiados a Ala en el vector GFP-
JBD s\ se indican mediante circulos en blanco. La Fig. 1C muestra las secuencias de aminoécidos de las proteinas
quiméricas que incluyen un dominio de péptidos inhibidor de la JNK y un dominio de tréfico. En el ejemplo mostrado,
el dominio de trafico procede del polipéptido TAT del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el péptido
inhibidor de la JNK procede de un polipéptido IB1. Las secuencias de humanos, ratén y rata son idénticas en los
Paneles B y C.

La comparacidén de las secuencias entre los dominios de unién de JNK de IB1 [SEQ ID NO:17], IB2 [SEQ ID
NO:18], c-Jun [SEQ ID NO:19] y ATF2 [SEQ ID NO:20] revelaron una secuencia de 8 aminodcidos parcialmente
conservados (Fig. 1A). Una comparacion de los JBDs de IB1 e IB2 revel6 ademas dos bloques de siete y tres aminod-
cidos que estdn altamente conservados entre las dos secuencias. Estos dos bloques estdn contenidos en una secuencia
peptidica de 23 aminodcidos en IB1 [SEQ ID NO:1] y 21 aminodcidos en IB2 [SEQ ID NO:2]. La secuencia inhibidora
minima de JNK de 20 aminodcidos de JIP-IB1 (forma-L de JBD,, (SEQ ID NO:21)) se muestra en la Fig. 1C.

Los péptidos inhibidores de la JNK tal como se mencionan anteriormente se pueden utilizar en aplicaciones in
vitro, ex vivo y son adecuados para aplicaciones in vivo. Como las JNKs y todas sus isoformas participan en el des-
arrollo y establecimiento de estados patolégicos tales como la pérdida de audicién o en rutas, los péptidos de JNK,
incluyendo cualquiera de las secuencias de aminodcidos seleccionadas entre las SEQ ID NOs. 3-6 y 22, o seleccio-
nandose cualquiera de las secuencias de aminodcidos entre las SEQ ID NOs: 11-16 y 23-26, se pueden utilizar en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de la pérdida de audicién en un sujeto.

Se presentan en la Tabla 1 los péptidos inhibidores de la JNK revelados aqui. La tabla presenta el nombre del pép-
tido inhibidor de la JNK, asi como su nimero identificador de secuencia, su longitud y su secuencia de aminodcidos.

TABLA 1
Péptido, SEQ | AA Secuencia
nombre ID

L-1B1 1 | 23 |DTYRPKRPTT LNLFPQVPRS QDT

L-IB2 2 | 21 |EEPHKHRPTT LRLTTLGAQD S

D-IB1 3 | 23 |[TDQSRPVQPF LNLTTPRKPR YTD

D-1B2 4 | 21 |SDQAGLTTR LTTPRHKHPE E

L-IB (genérico) 5 | 19 | XRPTTLXLXX XXXXXQDS/TX

D-IB (genérico) 6 | 19 | XS/TDQXXXXXX XLXLTTPRX

L-TAT 7 | 10 |GRKKRRQRRR

D-TAT 8 | 10 |RRRQRRKKRG

L-genérico-TAT 9 | 17 | XXXXRKKRRQ RRRXXXX
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D-genérico-TAT | 10 | 17 [ XXXXRRRQRR KKRXXXX

L-TAT-1B1 11 | 35 | GRKKRRQRRR PPDTYRPKRP TTLNLFPQVP
RSQDT

L-TAT-IB2 12 | 33 |GRKKRRQRRR PPEEPHKHRP TTLRLTTLGA
QDS

L-TAT-IB 13 | 42 | XXXXXXXRKK RRQRRRXXXX XXXXRPTTLX

(genérico) LXXXXXXXQD S/TX

D-TAT-IB1 14 | 35 |TDQSRPVQPF LNLTTPRKPR YTDPPRRRQR
RKKRG

D-TAT-B2 15 | 33 |SDQAGLTTLR LTTPRHKHPE EPPRRRQRRK
KRG

D-TAT-IB 16 | 42 | XT/SDQXXXXXX XLXLTTPRXX XXXXXXRRRQ

(genérico) RRKKRXXXXX XX

IB1-largo 17 | 29 |PGTGCGDTYR PKRPTTLNLF PQVPRSQDT

IB2-largo 18 | 27 |IPSPSVEEPH KHRPTTLRLT TLGAQDS

c-Jun 19 | 29 |GAYGYSNPKI LKQSMTLNLA DPVGNLKPH

ATF2 20 | 29 |TNEDHLAVHK HKHBMTLKFG PARNDSVIV

L-JBD2 21 | 20 {RPKRPTTLNL FPQVPRSQDT

D-JBD2g 22 | 20 |TDQSRPVQPF LNLTTPRKPR

L-TAT-JNKI1 (es| 23 | 32 | GRKKRRQRRR PPRPKRPTTL NLFPQVPRSQ

decir, L-TAT- DT

JBD2o)

D-TAT-JNKI1 24 | 32 | TDQSRPVQPF LNLTTPRRPR PPRRRQR

(es decir, D- RKKRG

TAT-JBDyo)
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L-TAT-JNKI1 25 | 34 [ XXXXRKKRRQ RRRXXXXRPT TLXLXXXXXX
(genérico) XQDS/T

D-TAT-JNKH 26 | 34 | S/ITDQXXXXXXX LXLTTPRXXX XRRRQRRKKR

(genérico) XXXX
L-JBDzo-mut 27 | 20 |RPKRPTAANA FPQVPRSQDT
D-JBD2g-mut 28 | 20 |TDQSRPVAPF ANAATPRKPR

Péptidos inhibidores de JNK

En un aspecto, la invencién proporciona el uso de un péptido inhibidor de la JNK que incluye cualquiera de
las secuencias de aminodcidos seleccionadas entre las SEQ ID NOs: 3-6 y 22, o un péptido que es al menos en
un 5% homodlogo a estos péptidos, en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la
pérdida de audicién en un sujeto, caracterizado porque el péptido impide que se dafien los estereocilios de las células
pilosas, la apoptosis de las células pilosas o la apoptosis neuronal. No se presupone por el término “péptido” ninguna
longitud particular. En algunas realizaciones, el péptido inhibidor de JNK es inferior a 280 aminodcidos de longitud,
por ejemplo, inferior o igual a 150, 100, 75, 50, 35 6 25 aminoacidos de longitud. En varias realizaciones, el péptido
inhibidor de unién a JNK incluye la secuencia de aminoicidos de una o mds de las SEQ ID NOs: 3 y 22. En una
realizacion, los péptidos inhibidores de la JNK se pueden unir a JNK. En otra realizacién, los péptidos pueden inhibir
la activacién de al menos un factor de transcripcién activado por JNK, por ejemplo c-Jun, ATF2 o EIlk1.

Ejemplos de péptidos inhibidores de JNK incluyen un péptido que comprende (en su totalidad o en parte) la
secuencia NH,-DTYRPKRPTTLNLFPQVPRSQDT-coon [SEQ ID NO:1]. En otra realizacién, el péptido incluye
la secuencia NH,-EEPHKHRPTTLRLTTLGAQDS-coon [SEQ ID NO:2]. Alternativamente, ejemplos de péptidos
inhibidores de JNK comprenden un péptido que incluye (en su totalidad o en parte) la secuencia NH,-RPKRPTTLNL
FPQVPRSQDT-coon [SEQ ID NO:21].

Los péptidos inhibidores de JNK pueden ser polimeros de L-aminoécidos, de D-aminoédcidos o una combinacién
de ambos. Si los péptidos inhibidores de JNK son D-aminodcidos, los péptidos son péptidos retro-inversos D. El
término “isémero retro-inverso” se refiere a un isémero de a un péptido lineal en el que la direccién de la secuencia
estd invertida, el término “isémero D-retro-inverso” se refiere a un isémero de un péptido lineal en el que la direccién
de la secuencia estd invertida y la quiralidad de cada residuo aminoécido esta invertida. Véase, por ejemplo, Jameson
y col., Nature, 368, 744-746 (1994); Brady y col., Nature, 368, 692-693 (1994). El resultado neto de combinar los
enantiémeros D y la sintesis inversa es que las posiciones de los grupos carbonilo y amino de cada enlace amida se
intercambian, mientras que la posicién de los grupos de la cadena lateral en cada carbono alfa se conserva. Salvo que
se estipule especificamente de otro modo, se supone que toda secuencia dada de L-aminoécidos de la invencién se
puede convertir en un péptido retro-inverso D mediante la sintesis de un reverso de la secuencia para la secuencia
nativa de L-aminodcidos correspondiente.

Por ejemplo, un péptido retro-inverso D tiene la secuencia NH,-TDQSRPVQPFLNLTTPRKPRYTD-coon [SEQ
ID NO:3] 6 NH,-SDQAGLTILRLTTPRHKHPEE-oo4 [SEQ ID NO:4]. Alternativamente, un péptido retro-inverso D
incluye la secuencia NH,-TDQSRPVQPF LNLTTPRKPR-cooy [SBQ ID NO:22]. Se ha descubierto inesperadamente
que los péptidos retro-inversos D tienen multiples propiedades titiles. Por ejemplo, los péptidos D-TAT y D-TAT-IB,
asi como D-TAT-JNKI, penetran en las células tan eficazmente como los péptidos L-TAT y L-TAT-IB asi como D-
TAT-JNKI, y los péptidos D-TAT y D-TAT-IB, asi como D-TAT-JNKI, son més estables que los L-péptidos corres-
pondientes. Ademds, mientras los D-TAT-IB1 son ~ 10-20 veces menos eficaces en la inhibicién de JNK que los L-
TAT-IB y L-TAT-JNKI, son ~ 50 veces mas estables in vivo. Ademas, los péptidos JNKI D-retro-inversos son resis-
tentes a las proteasas. Finalmente, tal como se expone mds adelante, los péptidos D TAT-IB y D-TAT-JNKI protegen
las células irradiadas ionizantes y tratadas con interleuquina-1 contra la apoptosis, y estos péptidos son ttiles en el
tratamiento de las neuronas, ya que la secuencia TAT contiene seis pares de amino4cidos que convierten la secuencia
TAT en extremadamente sensible a las proteasas neuronales, implicadas en el procesamiento de péptidos en el sistema
nervioso. Véase por ejemplo, Steiner y col., J. Biol. Chem. 267:23435 23438 (1992); Brugidou y col., Biochem. &
Biophys. Res. Comm. 214:685-693 (1995).

Un péptido inhibidor de JNK tal como se utiliza de acuerdo con la invencién incluye la secuencia de aminodcidos

NH,-X,-RPTTLXLXXXXXXXQDS/T-X,-COOH [SEQ ID NO:5, y los residuos 17-42 de L-TAT-IB, SEQ ID NO:13,
tal como se muestra en la Fig. 2. Tal como se utiliza aqui, X, puede ser de cero residuos de longitud o puede ser una
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extension contigua de residuos de péptidos derivados de las SEQ ID NOs:1 y 21, preferentemente una extension de
entre 1 y 7 aminodcidos de longitud, o puede ser de 10, 20, 30 o m4s aminodcidos de longitud. El tnico residuo
representado por S/T puede ser Ser o Thr en la secuencia genérica. En otra realizacidn, el péptido inhibidor de JNK tal
como se utiliza aqui puede un péptido retro-inverso D que tiene la secuencia NH,-X,-S/TDQXXXXXXXLXLTTPR-
Xa-coon [SEQ ID NO:6], y los residuos 17-42 de L-TAT-IB, [SEQ ID NO:16, tal como se muestra en la Fig. 2.

Los péptidos inhibidores de JNK se pueden obtener o producir por medio de métodos bien conocidos en la técnica,
por ejemplo por sintesis quimica, métodos de ingenieria genética tal como se expone a continuacién. Por ejemplo, un
péptido que corresponde a una parte de un péptido inhibidor de JNK incluyendo una regién o dominio deseado, o que
media la actividad deseada in vitro, se puede sintetizar utilizando un sintetizador peptidico.

Un péptido inhibidor de JNK candidato puede analizarse mediante un andlisis de hidrofilicidad (véase por ejem-
plo, Hopp y Woods, 1981. Proc Natl Acad Sci USA 78:3824-3828), que se puede utilizar para identificar las regiones
hidrofébicas e hidrofilicas de los péptidos, ayudando asi en el disefio de los sustratos para la manipulacién experimen-
tal, tal como en los experimentos de unién, sintesis de anticuerpos. Se puede realizar también un anélisis estructural
secundario para identificar las regiones de un péptido inhibidor de JNK que asumen motivos estructurales especificos.
Véase por ejemplo, Chou y Fasman, 1974. Biochem 13:222-223. La manipulacién, traduccién, prediccién de estruc-
tura secundaria, perfiles de hidrofilicidad e hidrofobicidad, prediccién y representacion del marco abierto de lectura,
asf como la determinacién de las homologias de secuencia se pueden llevar a cabo utilizando programas de software
informéatico disponibles en la técnica. Se pueden emplear también otros métodos de andlisis estructural, incluyendo,
por ejemplo, la cristalografia de rayos X (véase por ejemplo, Engstrom, 1974. Biochem Exp Biol 11:7-13); la espec-
troscopia de masas y la cromatografia de gases (véase, por ejemplo, METHODS IN PROTEIN SCIENCE, 1997, J.
Wiley and Sons, New York, NY) y la modelacién por ordenador (véase, por ejemplo, Fletterick y Zoller, eds., 1986.
Computer Graphics and Molecular Modeling, In: CURRENT COMMUNICATIONS IN MOLECULAR BIOLOGY,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY).

La presente invencion se refiere ademads a 4cidos nucleicos que codifican los péptidos de unién a JNK de la in-
vencion que tienen la forma de aminoacidos L, por ejemplo aquellos péptidos L indicados en la Tabla 1, asi como los
complementos de estas secuencias. Las fuentes apropiadas de 4cidos nucleicos que codifican péptidos inhibidores de
JNK incluyen el 4cido nucleico IB1 humano (y las secuencias de proteinas codificadas) disponibles con los Nos. de
Acceso al GenBank AFO74091 y AAD20443, respectivamente. Otras fuentes incluyen dcido nucleico IB1 de rata 'y
se muestran secuencias de proteinas con los Nos. de Acceso al GenBank AF108959 y AAD22543 respectivamente.
El 4cido nucleico IB2 humano asi como las secuencias de proteinas se muestran con el N°. de Acceso al GenBank
AF218778.

Los 4cidos nucleicos que codifican los péptidos inhibidores de JNK se pueden obtener mediante cualquier método
conocido en la técnica (por ejemplo, por amplificacién PCR utilizando cebadores sintéticos hibridizables a los extre-
mos 3’-y 5’- de la secuencia y/o mediante clonacién a partir de un cADN o de una libreria genémica utilizando una
secuencia de oligonucleétidos especifica para la secuencia genética dada).

Para la expresion recombinante de uno o mds péptidos inhibidores de JNK, el 4cido nucleico que contiene la
totalidad o parte de la secuencia de nucleétidos que codifica el péptido se puede insertar en un vector de expresion
apropiado (es decir, un vector que contiene los elementos necesarios para la transcripcion y traduccién de la secuencia
que codifica el péptido insertado). Los elementos reguladores pueden ser heterdlogos (es decir, no el promotor genético
nativo). Alternativamente, las sefiales transcripcionales y de traduccion necesarias pueden ser suministradas también
por el promotor nativo para los genes y/o sus regiones flanqueantes.

Se pueden utilizar diversos sistemas huésped-vector para expresar la(s) secuencia(s) de codificacion del péptido.

Estos incluyen, pero no se limitan a: (i) sistemas celulares de mamiferos que estan infectados por el virus vaccinia,
adenovirus y similares; (ii) sistemas celulares de insectos infectados por baculovirus y similares; (iii) levaduras que
contiene vectores de levadura o (iv) bacterias transformadas con bacteri6fagos, ADN, ADN de plasmidos o ADN de
cosmidos. Segtin el sistema huésped-vector utilizado, se puede utilizar cualquiera de diversos elementos adecuados de
transcripcién y traduccién.

Las secuencias promotoras/intensificadoras dentro de los vectores de expresién pueden utilizar secuencias regu-
ladoras de plantas, animales, insectos u hongos, tal como se define en la invencién. Por ejemplo, los elementos pro-
motores/intensificadores se pueden utilizar a partir de levaduras y otros hongos (por ejemplo, el promotor GAIA, el
promotor de alcohol-deshidrogenasa, el promotor de fosfoglicerol-quinasa, el promotor de fosfatasa-alcalina). Alter-
nativa o adicionalmente, pueden incluir regiones de control transcripcional de animales, por ejemplo (i) la region de
control del gen de la insulina activa dentro de las células-f pancredticas (véase, por ejemplo, Hanahan y col., 1985.
Nature 315: 115-122); (ii) la region de control del gen de la inmunoglobulina activa dentro de las células linfoides
(véase, por ejemplo, Grosschedl y col., 1984. Cell 38: 647-658); (iii) la region de control del gen de la albimina activa
dentro del higado (véase, por ejemplo, Pinckert y col., 1987. Genes and Dev 1: 268-276; (iv) la regiéon de control
del gen de la proteina bésica de la mielina activa dentro de las células de los oligodendrocitos cerebrales (véase, por
ejemplo, Readhead y col., 1987. Cell 48: 703-712); y (v) la regién de control del gen de la hormona liberadora de
gonadotropinas activa dentro del hipotdlamo (véase, por ejemplo, Mason y col., 1986, Science 234: 1372-1378) y
similares.
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Los vectores de expresion o sus derivados incluyen, por ejemplo, virus humanos o animales (por ejemplo virus
vaccinia o adenovirus); virus de insectos (por ejemplo baculovirus); vectores de levadura; vectores bacteriéfagos (por
ejemplo fago lambda); vectores de plasmidos y vectores de césmidos.

Se puede seleccionar una cepa de célula huésped que module la expresion de las secuencias de interés insertadas o
que modifique o procese péptidos expresados codificados por las secuencias de la manera especifica deseada. Ademas,
la expresion procedente de ciertos promotores puede ser intensificada en presencia de ciertos inductores en una cepa
huésped seleccionada, facilitando asi el control de la expresiéon de un péptido construido genéticamente. Ademads,
distintas células huésped poseen mecanismos caracteristicos y especificos para la modificacién y el procesamiento
traduccional y post-traduccional (por ejemplo glicosilacion, fosforilacién y similares) de los péptidos expresados. Por
tanto, se pueden elegir lineas celulares o sistemas huésped apropiados para asegurar que se obtiene la modificacion y
el procesamiento deseados del péptido extrafio. Por ejemplo, la expresion del péptido dentro de un sistema bacteriano
se puede utilizar para producir un péptido de nticleo no glicosilado, mientras que la expresion dentro de las células de
mamiferos asegura la glicosilacién “nativa” de un péptido heter6logo.

Se describen también aqui derivados, fragmentos, homdélogos, andlogos y variantes de los péptidos inhibidores de
JNK de la invencién tal como se definen anteriormente, asf como los dcidos nucleicos que codifican estos péptidos.
Para los dcidos nucleicos, los derivados, fragmentos y andlogos proporcionados aqui, se definen como secuencias de
al menos 6 4cidos nucleicos (contiguos) y que tienen una longitud suficiente para permitir la hibridacién especifica.
Para los aminodcidos, los derivados, fragmentos y andlogos proporcionados aqui se definen como secuencias de al
menos 4 aminodcidos (contiguos), con una longitud suficiente para tener en cuenta el reconocimiento especifico de un
epitope.

La longitud de los fragmentos es inferior a la longitud del acido nucleico o del polipéptido de longitud completa
correspondiente del que procede el péptido inhibidor de JNK o el 4cido nucleico que codifica el mismo. Los derivados
y andlogos pueden ser de longitud completa o de otra longitud cuando el derivado o andlogo contiene un aminodcido
o 4cido nucleico modificado. Los derivados o andlogos de los péptidos inhibidores de JNK incluyen, por ejemplo,
moléculas que comprenden regiones que son sustancialmente homdlogas a los péptidos, en varias realizaciones, con
al menos un 95% aproximadamente, un 98% o incluso un 99% de identidad con respecto a una secuencia de aminoa-
cidos de tamaiio idéntico o cuando se comparan con una secuencia alineada en la que la alineacién se lleva a cabo
mediante un programa informadtico por homologia conocido en la técnica. Por ejemplo la identidad de secuencia se
puede medir utilizando un software de andlisis de secuencias (Sequence Analysis Software Package of the Genetics
Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison, Wis. 53705) con
los pardmetros por defecto aqui incluidos.

En el caso de secuencias de polipéptidos que son idénticas en menos de un 100% a una secuencia de referencia, las
posiciones no idénticas son preferentemente, pero no forzosamente, sustituciones conservadoras para la secuencia de
referencia. Las sustituciones conservadoras incluyen tipicamente sustituciones dentro de los siguientes grupos: glicina
y alanina; valina, isoleucina y leucina; dcido aspdrtico y dcido glutdmico; asparagina y glutamina; serina y treonina;
lisina y arginina; y fenilalanina y tirosina. Asi, se incluyen en la invencién péptidos que tienen secuencias mutadas
de modo tal que siguen siendo homdlogos, por ejemplo en la secuencia, en la funcién y en el caricter antigénico,
o en otra funcidén, a una proteina que tiene la secuencia original correspondiente. Estas mutaciones pueden ser, por
ejemplo, mutaciones que implican cambios de aminodcidos conservativos, por ejemplo cambios entre aminoacidos
con propiedades moleculares muy similares. Por ejemplo, los intercambios dentro del grupo alifatico alanina, valina,
leucina e isoleucina se pueden considerar como conservativos. A veces, la sustitucion de glicina por uno de estos se
puede considerar también conservativa. Otros intercambios conservativos incluyen aquellos dentro del grupo alifatico
aspartato y glutamato; dentro del grupo amida asparagina y glutamina; dentro del grupo hidroxilo serina y treonina;
dentro del grupo aromadtico fenilalanina, tirosina y triptéfano; dentro del grupo bdsico lisina, arginina e histidina; y
dentro del grupo que contiene azufre metionina y cisteina. A veces la sustitucién dentro del grupo metionina y leucina
se puede considerar también conservativa. Los grupos de sustitucidon conservativa preferentes son aspartato-glutamato;
asparagina-glutamina; valina-leucina-isoleucina; alanina-valina; fenilalanina-tirosina y lisina-arginina.

Cuando se dice que un polipéptido particular tiene un identidad porcentual especifica con respecto a un polipéptido
de referencia de una longitud definida, la identidad porcentual tiene relacidn con el péptido de referencia. Asi, un
péptido que es idéntico en un 50% a un polipéptido de referencia que tiene una longitud de 100 aminoacidos puede
ser un polipéptido de 50 aminodcidos que es totalmente idéntico a una parte de 50 aminoécidos de longitud del
polipéptido de referencia. Puede ser también un polipéptido de 100 aminodcidos de longitud que es idéntico en un
50% al polipéptido de referencia con respecto a su longitud total. Por supuesto, otros polipéptidos cumplirdn con los
mismos criterios.

La invencién abarca también las variantes alélicas de los polinucleétidos o péptidos revelados; es decir, las formas
alternativas naturales del polinucléotido aislado que codifican también péptidos que son idénticos, homdlogos o re-
lacionados con aquel codificado por los polinucleétidos. Alternativamente, se pueden producir variantes no naturales
mediante técnicas de mutagénesis o por sintesis directa.

La presente invencién proporciona también homdlogos de especie de los polinucleétidos y péptidos revelados.
“Variante” se refiere a un polinucléotido o a un polipéptido que es diferente del polinucléotido o polipéptido de la
presente invencion, pero que conserva las propiedades esenciales del mismo. En general, las variantes son globalmente
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muy similares y, en muchas regiones, idénticas al polinucléotido o al polipéptido de la presente invencién. Las variantes
pueden contener alteraciones en las regiones de codificacion, en las regiones no codificadoras o en ambas.

En algunas realizaciones, las secuencias alteradas incluyen inserciones de tal modo que la secuencia general de
aminodcidos se alarga mientras la proteina conserva sus propiedades de trafico. Ademads, las secuencias alteradas
pueden incluir deleciones internas aleatorias o disefiadas que acortan la secuencia global de amino4cidos mientras que
la proteina conserva las propiedades de transporte.

Las secuencias alteradas pueden ser codificadas adicional o alternativamente por los polinucleétidos que se hibridi-
zan bajo condiciones rigurosas con la hebra apropiada del polinucleétido natural que codifica un polipéptido o péptido
del que procede el péptido inhibidor de JNK. El péptido variante se puede someter a ensayo en busca de la unién a JNK
y de la modulacién de la actividad mediada por JNK utilizando los ensayos aqui descritos. Las “condiciones rigurosas”
dependen de la secuencia y serdn distintas en distintas circunstancias. En general, las condiciones rigurosas se pueden
seleccionar para que sean a temperatura inferior en aproximadamente 5°C que el punto de fusién térmico (Ty) para la
secuencia especifica a una intensidad i6nica y pH definidos. La Ty es la temperatura (bajo una intensidad iénica y pH
definidos) a la que un 50% de la secuencia diana se hibridiza a una sonda perfectamente coincidente. Tipicamente, las
condiciones rigurosas serdn aquellas en las que la concentracién de sal sea de al menos aproximadamente 0,02 molar
aun pH de 7 y la temperatura sea al menos aproximadamente 60°C. Como otros factores que pueden afectar a la rigu-
rosidad de la hibridacién (incluyendo, entre otros, la composicion base y el tamafio de las hebras complementarias),
la presencia de disolventes orgdnicos y el alcance de desajuste de la base, la combinacién de los pardmetros es mas
importante que la medida absoluta de cualquiera de los mismos.

Una alta rigurosidad puede incluir, por ejemplo, el Paso 1: Se pretratan filtros que contienen ADN durante 8
horas a toda la noche a 65°C en un tampo6n compuesto por 6X SSC, 50 mM de Tris-HCI (pH de 7.,5), 1| mM EDTA,
PVP al 0,02%, Ficoll al 0,02%, BSA al 0,02% y 500 ug/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado. Paso
2: Se hibridizan los filtros durante 48 horas a 65°C en la mezcla de prehibridacién anterior a la que se afiaden 100
mg/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado y 5-20 x 10° cpm de sonda **P-marcada. Paso 3: Se lavan los
filtros durante 1 hora a 37°C en una solucién que contiene 2X SSC, PVP al 0,01%, Ficoll al 0,01% y BSA al 0,01%.
Seguidamente se lavan con 0,1X SSC a 50°C durante 45 minutos. Paso 4: Se autorradiografian los filtros. Se conocen
bien en la técnica otras condiciones de alta rigurosidad que se pueden utilizar. Véase, por ejemplo, Ausubel y col.,
(eds.), 1993, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley and Sons, NY; y Kriegler, 1990,
GENE TRANSFER AND EXPRESSION, A LABORATORY MANUAL, Stockton Press, NY.

Las condiciones de rigurosidad moderada pueden incluir lo siguiente: Paso 1: Se pretratan filtros que contienen
ADN durante 6 horas a 55°C en una solucién que contiene 6X SSC, 5X soluciéon de Denhardt, SDS al 0,5% y 100
mg/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado. Paso 2: Se hibridizan los filtros durante 18-20 horas a 55°C en
la misma solucién con la adicién de 5-20 x 10° cpm de sonda **P-marcada. Paso 3: Se lavan los filtros a 37°C durante
1 hora en una solucién que contiene 2X SSC, SDS al 0,1%, luego se lavan dos veces durante 30 minutos a 60°C en
una solucién que contiene 1X SSC y SDS al 0,1%. Paso 4: Se secan los filtros y se exponen a la autorradiografia.
Se conocen bien en la técnica otras condiciones de rigurosidad moderada que se pueden utilizar. Véase, por ejemplo,
Ausubel y col., (eds.), 1993, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley and Sons, NY; y
Kriegler, 1990, GENE TRANSFER AND EXPRESSION, A LABORATORY MANUAL, Stockton Press, NY.

La baja rigurosidad puede incluir: Paso 1: Se pretratan los filtros que contienen ADN durante 6 horas a 40°C en una
solucién que contiene formamida al 35%, 5X SSC, 50 mM Tris-HCl (pH de 7,5), 5 mM EDTA, PVP al 0,1%, Ficoll
al 0,1%, BSA al 1% y 500 pg/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado. Paso 2: Se hibridizan los filtros
durante 18-20 horas a 40°C en la misma solucion con la adiciéon de PVP al 0,02%, Ficoll al 0,02%, BSA al 0,2%, 100
ug/ml de ADN de esperma de salmén, sulfato de dextrano al 10% (peso/ volumen) y 5-20 x 10° cpm de sonda *P-
marcada. Paso 3: Se lavan los filtros durante 1,5 horas a 55°C en una solucién que contiene 2X SSC, 25 mM Tris-HCl
(pH de 7,4), 5 mM de EDTA y SDS al 0,1%. La solucién de lavado se sustituye por una solucion fresca y se incuba
durante 1,5 horas mds a 60°C. Paso 4: Se secan los filtros y se exponen a autorradiografia. Si es necesario, se lavan los
filtros por tercera vez a 65-68°C y se vuelven a exponer a la pelicula. Se conocen bien en la técnica otras condiciones
de baja rigurosidad que se pueden utilizar (por ejemplo, tal como se emplea para hibridaciones entre especies). Véase,
por ejemplo, Ausubel y col., (eds.), 1993, CURRENT PROTOCOL IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley and
Sons, NY; and Kriegler, 1990, GENE TRANSFER AND EXPRESSION, A LABORATORY MANUAL, Stockton
Press, NY.

Péptidos Quiméricos que incluyen Dominios Inhibidores de JNK y un Dominio de Trdfico

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso de péptidos quiméricos selecciondndose de entre cualquiera de
las secuencias de aminodcidos SEQ IDs 11-16 y 23-26, o un péptido que es al menos en un 95% homélogo a estos
péptidos, tal como se define anteriormente, que incluye un primer y un segundo dominio, para el tratamiento o la
prevencion de la pérdida de audicién en un sujeto, caracterizado porque el péptido impide que se dafien los estereocilios
de las células pilosas, la apoptosis de las células pilosas o la apoptosis neuronal. El primer dominio incluye una
secuencia de rastreo, mientras que el segundo dominio incluye una secuencia inhibidora de JNK enlazada por un
enlace covalente, por ejemplo un enlace peptidico, al primer dominio. El primero y segundo dominios pueden aparecer
en cualquier orden en el péptido y el péptido puede incluir uno o més de cada dominio.
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Una secuencia de trafico es una secuencia de aminodcidos que dirige un péptido en el que estd presente hacia un
destino celular deseado. Asi, la secuencia de trafico puede dirigir el péptido a través de la membrana plasmaética, por
ejemplo desde fuera de la célula, por la membrana plasmatica, y dentro del citoplasma. Alternativa o adicionalmente,
la secuencia de trafico puede dirigir el péptido hacia un lugar deseado dentro de la célula, por ejemplo hacia el nicleo,
el ribosoma, el ER , un lisosoma o un peroxisoma.

En algunas realizaciones, el péptido de trafico procede de una secuencia conocida de translocacién de membrana.
Por ejemplo, el péptido de trifico puede incluir secuencias procedentes de la proteina TAT 1 del virus de la inmuno-
deficiencia humana (VIH). Esta proteina se describe, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos N° 5.804.604 y
5.674.980. EI péptido inhibidor de JNK puede estar enlazado a algunos de los 86 aminoécidos totales que conforman
la proteina TAT. Aqui, se puede utilizar un fragmento o una parte funcionalmente eficaz de una proteina TAT que
posee menos de 86 aminoacidos que muestra captacion en las células, y opcionalmente captacién en el niicleo celular.
Véase, por ejemplo, Vives y col., J. Biol. Chem., 272(25):16010-17 (1997). En una realizacion, el fragmento incluye
un péptido que contiene los residuos 48-57 de TAT, por ejemplo, NH;-GRKKRRQRRR-cooy [SEQ ID NO:7] o una
secuencia genérica de TAT NH;-X,-RKKRRQRRR-X,,-coon [SEQ ID NO:9]. Un péptido de TAT que incluye la regién
que media la entrada y captacidn en las células se puede definir por medio de técnicas conocidas. Véase, por ejemplo,
Franked y col., Proc. Natl. Acad Sci., USA 86: 7397-7401 (1989).

La secuencia de TAT puede estar enlazada al extremo N-terminal o C-terminal de la secuencia inhibidora de JNK.
Se puede afiadir una bisagra de dos residuos prolina entre la TAT y el péptido inhibidor de JNK para crear el péptido
de fusion total. Por ejemplo, los péptidos de fusion con L-aminodcidos utilizados aqui pueden ser el péptido L-TAT-
IB1 [SEQ ID NO:11], el péptido L-TAT-IB2 [SEQ ID NO:12], o el péptido genérico L-TAT-IB [SEQ ID NO:13].
Alternativamente, los péptidos de fusiéon de L-aminoacidos pueden ser el péptido genérico L-TAT-JNKI [SEQ ID
NO:25]. Los péptidos de fusién retro-inversos D pueden ser el péptido D-TAT-IB1 [SEQ ID NO:14], el péptido D-
TAT-IB2 [SEQ ID NO:15] o el péptido genérico D-TAT-IB [SEQ ID NO:16]. Alternativamente, los péptidos de fusién
retro-inversos D pueden incluir el péptido D-TAT-JNKI [SEQ ID NO:22] o el péptido genérico D-TAT-JNKI [SEQ
ID NO:26]. El péptido de TAT puede ser un péptido retro-inverso D que tiene la secuencia NH,-X,-RRRQRRKKR-
Xa-coon [SEQ ID NO:10]. En la SEQ ID NOs: 5-6, 9-10, 13, 16 y 25-26, el nimero de residuos “X’” no se limita al
que se describe y puede igualar cualquier nimero de residuos de aminoécidos, incluido cero, y puede variar tal como
se ha descrito anteriormente.

La secuencia de trifico puede ser una secuencia Unica (es decir continua) de aminodcidos presentes en la secuen-
cia de TAT. Alternativamente, pueden ser secuencias de dos o mds aminodcidos que estdn presentes en la proteina
TAT, pero que en la proteina natural estidn separadas por otras secuencias de aminodcidos. Tal como se utiliza aqui,
la proteina TAT incluye una secuencia de aminodcidos natural que es la misma que la de la proteina TAT natural, o
su proteina equivalente funcional, o fragmentos funcionalmente equivalentes de la misma (péptidos). Estas proteinas
equivalentes funcionales o fragmentos funcionalmente equivalentes poseen una actividad de captacién en la célula
y en el nicleo de la célula que es sustancialmente similar a la de la proteina TAT natural. La proteina TAT se pue-
de obtener a partir de fuentes naturales o se puede producir utilizando técnicas de ingenieria genética o de sintesis
quimica.

La secuencia de aminodcidos de la proteina TAT natural de VIH se puede modificar, por ejemplo, mediante adicién,
delecién y/o sustitucién de al menos un aminoécido presente en la proteina TAT natural, para producir la proteina TAT
modificada (también denominada aqui proteina TAT). La proteina TAT modificada o los andlogos peptidicos de TAT
con estabilidad aumentada o reducida se pueden producir por medio de técnicas conocidas. En algunas realizaciones,
las proteinas TAT o los péptidos incluyen secuencias de aminodcidos que son sustancialmente similares, aunque no
idénticas, a las de la proteina TAT natural o a partes de la misma. Ademas, se puede afiadir colesterol u otros derivados
lipidicos a la proteina TAT para producir una TAT modificada con una mayor solubilidad en la membrana.

Se pueden disefiar variantes de la proteina TAT para modular la localizacion intracelular de TAT - péptido inhibidor
de JNK. Cuando se afladen de forma exdgena, estas variantes se disefian habitualmente para que se conserve la capaci-
dad de TAT para penetrar en las células (es decir, la captacion de la proteina TAT o del péptido variante en la célula es
sustancialmente similar a la de la TAT natural del VIH). Por ejemplo, la alteracién de la region basica que se considera
importante para la localizacién nuclear (véase, por ejemplo, Dang y Lee, J. Biol. Chem. 264: 18019-18023 (1989);
Hauber y col., J. Virol. 63: 1181-1187 (1989); Ruben y col., J. Virol. 63: 1-8 (1989)) puede resultar en una localiza-
cidn citopldsmica o en una localizacién parcialmente citopldsmica de TAT vy, por tanto, del péptido inhibidor de JNK.
Alternativamente, se puede introducir una secuencia para unir un elemento citopldsmico o cualquier otro componente
o compartimento (por ejemplo reticulo endopldsmico, mitocondria, el aparato de Bloom, vesiculas lisosomales) en la
TAT con el fin de conservar la TAT y el péptido inhibidor de JNK en el citoplasma o en cualquier otro compartimento
para otorgar una regulacion a la captacion de TAT y del péptido inhibidor de JNK.

Otras fuentes para el péptido de trafico incluyen, por ejemplo, VP22 (descrito, por ejemplo, en la WO 97/05265;
Elliott y O’Hare, Cell 88: 223-233 (1997)) o proteinas no virales (Jackson y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
10691-10695 (1992)).

La secuencia inhibidora de JNK y la secuencia de trifico pueden enlazarse mediante acoplamiento quimico de
cualquier manera adecuada conocida en la técnica. Numerosos métodos conocidos de reticulacién quimica no son es-
pecificos, es decir que no dirigen el punto de acoplamiento hacia ningtn lugar particular del polipéptido de transporte
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o la macromolécula de carga. En consecuencia, la utilizacién de agentes reticulantes no especificos puede atacar los
lugares funcionales o bloquear estéricamente los lugares activos, transformando las proteinas conjugadas en bioldgi-
camente inactivas.

Una forma de aumentar la especificidad de acoplamiento consiste en dirigir el acoplamiento quimico hacia un
grupo funcional que aparece solamente una vez o pocas veces en uno de los polipéptidos o en los dos que hayan de ser
reticulados. Por ejemplo, en muchas proteinas, la cisteina, que es el tinico aminoacido proteico que contiene un grupo
tiol, aparece sélo pocas veces. Asimismo, por ejemplo, si un polipéptido no contiene residuos de lisina, un reactivo
reticulante especifico de amina primaria serd selectivo con el extremo amino de aquel polipéptido. La utilizacién
con €xito de esta aproximacion para aumentar la especificidad de acoplamiento requiere que el polipéptido tenga los
residuos adecuadamente raros y reactivos en zonas de la molécula que se pueden alterar sin pérdida de la actividad
bioldgica de la misma.

Los residuos de cisteina se pueden sustituir cuando aparecen en partes de una secuencia de polipéptidos donde
su participacion en una reaccién de reticulacién de otro modo interferiria probablemente en la actividad bioldgica.
Cuando se sustituye un residuo de cisteina, normalmente es deseable minimizar los cambios resultantes en la mul-
tiplicacién de polipéptidos. Los cambios en la multiplicacion de polipéptidos se minimizan cuando la sustitucién es
quimica y estéricamente similar a la cisteina. Por estas razones, se prefiere la serina como sustitucion para la cisteina.
Tal como se demuestra en los ejemplos a continuacion, se puede introducir un residuo de cisteina en una secuencia
de aminoécidos polipeptidicos con propdsitos de reticulacién. Cuando se introduce un residuo de cisteina, se prefiere
la introduccién en o cerca del extremo amino o carboxi. Se dispone de métodos convencionales para estas modifica-
ciones de la secuencia de aminodacidos, para que el polipéptido de interés se produzca mediante sintesis quimica o por
expresion de ADN recombinante.

El acoplamiento de los dos constituyentes se puede llevar a cabo mediante un agente de acoplamiento o conjuga-
cién. Existen diversos reactivos de reticulacion intermolecular que se pueden utilizar. Véase, por ejemplo, Means y
Feeney, CHEMICAL MODIFICATION OF PROTEINS, Holden-Day, 1974, pp. 39-43. Entre estos reactivos se en-
cuentran, por ejemplo, J-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP) o N,N-(1,3-fenilen)bismaleimida (siendo
ambos altamente especificos de los grupos sulthidrilo y formando enlaces irreversibles); N,N-etilen-bis(yodoaceta-
mida) u otro reactivo que tenga de 6 a 11 puentes de carbono metilénicos (que son relativamente especificos de los
grupos sulfhidrilo); y 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno (que forma enlaces irreversibles con los grupos amino y tirosi-
na). Otros reactivos de reticulacién utiles para este propdsito incluyen: p,p’-difluoro-m,m’-dinitrodifenilsulfona (que
forma reticulaciones irreversibles con grupos amino y fendlicos); dimetil-adipimidato (que es especifico de los grupos
amino); fenol-1,4-disulfonilcloruro (que reacciona principalmente con los grupos amino); hexametilen-diisocianato o
diisotiocianato, o azofenil-p-diisocianato (que reacciona principalmente con los grupos amino); glutaraldehido (que
reacciona con varias cadenas laterales diferentes) y disdiazobencidina (que reacciona esencialmente con la tirosina e
histidina).

Los reactivos de reticulacién pueden ser homobifuncionales, es decir con dos grupos funcionales que experimentan
la misma reaccién. Un reactivo de reticulaciéon homobifuncional preferente es el bismaleimidohexano (“BMH”). El
BMH contiene dos grupos maleimida funcionales que reaccionan especificamente con compuestos que contienen sulf-
hidrilo bajo condiciones suaves (pH de 6,5-7,7). Los dos grupos maleimida estdn unidos por una cadena hidrocarburo.
Por tanto, el BMH sirve para la reticulacién irreversible de polipéptidos que contienen residuos de cisteina.

Los reactivos de reticulacion pueden ser también heterobifuncionales. Los agentes de reticulacion heterobifuncio-
nales tienen dos grupos funcionales diferentes, por ejemplo un grupo amino-reactivo y un grupo tiol-reactivo, que
reticulardn dos proteinas que tienen aminas y tioles libres, respectivamente. Ejemplos de agentes de reticulacion hete-
robifuncionales son succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (“SMCC”), m-maleimidobenzoil-
N-hidroxisuccinimida éster (“MBS”), y succinimida-4-(p-maleimidofenil)butirato (“SMPB”), andlogo de cadena alar-
gada de MBS. El grupo succinimidilo de estos reticulantes reacciona con una amina primaria y la maleimida tiol-
reactiva forma un enlace covalente con el tiol de un residuo de cisteina.

Los reactivos de reticulacién a menudo tienen baja solubilidad en agua. Una parte hidrofilica, tal como un grupo
sulfonato, se puede afiadir al reactivo de reticulacion para mejorar su solubilidad en agua. El sulfo-MBS y sulfo-SMCC
son ejemplos de reactivos de reticulacién modificados para su solubilidad en agua.

Numerosos reactivos de reticulacién producen un conjugado que es esencialmente no segmentable en condiciones
celulares. Sin embargo, algunos reactivos de reticulacién contienen un enlace covalente, tal como un disulfuro, que es
segmentable en condiciones celulares. Por ejemplo, el reactivo de Traut, ditio-bis(succinimidilpropionato) (“DSP”) y
N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (‘“SPDP”) son reticulantes segmentables bien conocidos. La utilizacién de
un reactivo de reticulacién segmentable permite que la parte de carga se separe del polipéptido de transporte después
de su suministro a la célula diana. El enlace directo a disulfuro puede ser también ttil.

Numerosos reactivos de reticulacién, incluidos los expuestos anteriormente, son comerciales. Las instrucciones
detalladas para su uso son proporcionadas facilmente por los suministradores comerciales. Una referencia general so-
bre la reticulacion de proteinas y preparacion de conjugados es: Wong, CHEMISTRY OF PROTEIN CONJUGATION
AND CROSS-LINKING, CRC Press (1991).

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319454 T3

La reticulacién quimica puede incluir el uso de brazos espaciadores. Los brazos espaciadores proporcionan flexi-
bilidad intramolecular o ajustan las distancias intramoleculares entre las partes conjugadas y ayudan asi a conservar
la actividad biolégica. Un brazo espaciador puede tener la forma de una parte polipeptidica que incluye aminoéci-
dos espaciadores, por ejemplo, prolina. Alternativamente, un brazo espaciador puede formar parte del reactivo de
reticulacion, tal como en “SPDP de larga cadena” (Pierce Chem. Co., Rockford, IL., cat. No. 21651 H).

Alternativamente, el péptido quimérico se puede producir como un péptido de fusién que incluye la secuencia de
trafico y la secuencia inhibidora de JNK que se pueden expresar adecuadamente en células huésped apropiadas cono-
cidas. Los péptidos de fusion tal como se describen aqui pueden formarse y utilizarse de manera andloga o facilmente
adaptable a partir de técnicas de ADN recombinante estdndar, tal como se ha descrito anteriormente, asi como por
ELISA y otras técnicas inmunolégicamente mediadas conocidas en la técnica. En una realizacion especifica, la selec-
cion de anticuerpos que son especificos de un dominio particular de un péptido inhibidor de JNK se facilita mediante
la generacion de hibridomas que se unen al fragmento de un péptido inhibidor de JNK que posee un dominio como
éste. Se proporcionan asimismo aqui anticuerpos que son especificos de un dominio dentro de un péptido inhibidor de
JNK, o derivados, fragmentos, andlogos u homélogos del mismo.

Los anticuerpos anti-péptido inhibidor de JNK se pueden utilizar en métodos conocidos en la técnica en relacién
a la localizacién y/o cuantificacién de un péptido inhibidor de JNK (por ejemplo, para su uso en niveles de medicién
del péptido en muestras fisioldgicas apropiadas, para su uso en métodos de diagndstico, para su uso en la formacién
de imagenes del péptido y similares). En una determinada realizacién, los anticuerpos para los péptidos inhibidores de
JNK, o derivados, fragmentos, andlogos u homélogos de los mismos, que contienen el dominio de unién derivado del
anticuerpo, se utilizan como compuestos farmacoldgicamente activos (en adelante “Productos Terapéuticos™).

Utilizacion de los péptidos definidos anteriormente para la preparacion de un medicamento para tratar o prevenir
trastornos

Pérdida de audicion

Se incluye también en la invencién la utilizacién de los péptidos de la invencidn para la preparaciéon de un medica-
mento para prevenir o tratar la pérdida de audicién mediante la administracién a un sujeto de un Producto Terapéutico,
es decir de un péptido bioactivo permeable de la invencién tal como se ha definido anteriormente, donde el péptido
impide que se dafien los estereocilios de las células pilosas, la apoptosis de las células pilosas o la apoptosis neuronal.
Preferentemente, el Producto Terapéutico es el péptido que incluye la SEQ ID NO: 3,4, 5, 6 y 22 o es la SEQ ID NO:
11,12, 13, 14, 15, 16, 23, 24, 25 6 26.

La exposicién a ruidos fuertes provoca la pérdida de la audicién inducida por ruido (NIHL) debido a un dafio
del 6rgano de Corti. La NIHL depende tanto del nivel de ruido como de la duracién de la exposicion. La pérdida de
audicién puede ser temporal (TTS) si un mecanismo reparador puede rehabilitar el 6rgano de Corti. Sin embargo, se
vuelve permanente (PTS) cuando mueren las células pilosas o las neuronas. Los correlatos estructurales del trauma
acustico son de dos tipos: (1) leve dafio en la sinapsis y/o en los estereocilios de las células pilosas que se puede reparar
y explica la TTS y su recuperacion, y (2) grave dafio que causa la apoptosis de las células pilosas y neuronales que no
se puede reparar y explica la PTS.

El Producto Terapéutico debe ser administrado al sujeto antes de su exposicién a un trauma actstico, antibidtico o
agente quimioterapéutico. Alternativamente, el Producto Terapéutico debe ser administrado después de que el sujeto
haya estado expuesto a un trauma acustico, antibidtico o agente quimioterapéutico.

Un trauma acustico es un ruido suficiente para dafiar el Corti. Por ejemplo, un trauma acustico es de al menos 70
dB SPL, de al menos 90 dB SPL o de al menos 100 dB SPL, de al menos 120 dB SPL o de al menos 130 dB SPL.

Los antibiéticos incluyen, por ejemplo, penicilinas tales como la penicilina G, penicilina V, ampicilina, amoxici-
lina, dicloxacilina y oxacilina; cefalosporinas tales como cefalexina (Keflex), cefaclor (Ceclor) y cefixima (Suprax);
aminoglicésidos tales como tobramicina y estreptomicina; macrélidos tales como eritromicina, azitromicina (Zithro-
max) y claritromicina; sulfonamidas tales como trimetoprim-sulfametoxazol o tetracilinas tales como tetraciclina o
doxiciclina.

Composiciones farmacéuticas

El Producto Terapéutico puede incluir, por ejemplo: (i) uno o mds de cualquiera de los péptidos inhibidores de
JNK de la invencion, que incluyen cualquiera de las secuencias de aminodcidos seleccionadas entre las SEQ ID NOs:
3-6 y 22, selecciondndose cualquiera de las secuencias de aminoécidos de entre las SEQ ID NOs. 11-16 y 23-26, o un
péptido que sea al menos en un 95% homdlogo a estos péptidos, y derivados, fragmentos, andlogos y homdlogos de
los mismos; y (ii) dcidos nucleicos que codifican estos péptidos inhibidores de JNK, y derivados, fragmentos, andlogos
y homoélogos de los mismos.

El término “terapéuticamente eficaz” significa que la cantidad de péptido inhibidor, por ejemplo, que se emplea
es suficiente para mejorar el trastorno asociado a JNK, es decir la pérdida de audicién que no esté abarcada por la
presente invencién. El término “tratamiento” incluye la administracién de un reactivo que modula la actividad de la
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quinasa JNK tal como se ha definido anteriormente. El término “modular” incluye la supresién de la expresién de
la JNK cuando estd sobreexpresada. Incluye asimismo la supresion de la fosforilacién de c-jun, ATF2 o NFAT4, por
ejemplo mediante la utilizacién de un péptido que incluye las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 3-6 y 22
o es la SEQ ID NOs: 11-16 y 23-26, como inhibidor competitivo del lugar de unién natural de c-jun ATF2 y NFAT4
en una célula. Por tanto, incluye también la supresion de los complejos hetero- y homo-méricos de los factores de
transcripcion compuestos por c-jun, ATF2 o NFAT4 y sus asociados relacionados, por ejemplo el complejo AP-1 que
estd compuesto de c-jun, AFT2 y c-fos.

En algunos casos, “modular” puede incluir aumentar la expresién de JNK, por ejemplo utilizando un anticuerpo
especifico del péptido IB que bloquea la unién de un péptido IB a JNK, impidiendo asi la inhibicién de JNK por el
péptido asociado a IB. Los péptidos, péptidos de fusidon y dcidos nucleicos inhibidores de JNK de la invencién se
pueden formular en composiciones farmacéuticas. Estas composiciones pueden comprender, ademds de una de las
sustancias mencionadas anteriormente, excipientes, soportes, tampones, estabilizantes farmacéuticamente aceptables
u otros materiales bien conocidos por los especialistas en la técnica. Estos materiales no deben ser téxicos y no deben
interferir en la eficacia del ingrediente activo. La naturaleza exacta del soporte o de otro material puede depender de la
via de administracién, por ejemplo via oral, intravenosa, cutdnea o subcutdnea, nasal, intramuscular, intraperitoneal,
intraauricular o parche.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion oral pueden tener forma de tableta, cdpsula, polvo o liqui-
do. Una tableta puede incluir un soporte sélido tal como una gelatina o un adyuvante. Las composiciones farmacéuticas
liquidas incluyen en general un soporte liquido como agua, petrdleo, aceites animales o vegetales, un aceite mineral
0 un aceite sintético. Se puede incluir una solucién salina fisiolégica, dextrosa u otra solucién de sacdridos o glicoles,
tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.

Para la inyeccidn intravenosa, cutdnea o subcutdnea, o para una inyeccién local en el lugar del padecimiento,
el ingrediente activo tendrd la forma de una solucién acuosa parenteralmente aceptable libre de pirégenos y con un
pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Aquellos especialistas en la materia pueden preparar facilmente soluciones
adecuadas mediante, por ejemplo, vehiculos isotonicos tales como la Inyecciéon de Cloruro de Sodio, Inyeccidn de
Ringer, Inyeccién de Ringer Lactato. Se pueden incluir, segin se necesiten, conservantes, estabilizantes, tampones,
antioxidantes y/u otros aditivos.

Cuando se deba proporcionar a un individuo un polipéptido, un péptido o una molécula 4cido nucleico de acuerdo
con la presente invencion, la administracion se realiza preferentemente en una “cantidad profildcticamente eficaz” o
en una “cantidad terapéuticamente eficaz” (segtin sea el caso, aunque la profilaxis se pueda considerar como terapia)
suficiente que beneficie al individuo. La cantidad real administrada, asi como la velocidad y la duracién de la ad-
ministracién, dependerdn de la naturaleza y la gravedad de lo que se esté tratando. La prescripcion del tratamiento,
por ejemplo las decisiones sobre la dosificacion, etc., es responsabilidad del médico generalista y demds médicos, y
tiene en cuenta tipicamente el trastorno a tratar, el estado del paciente particular, el lugar de suministro, el método
de administracién y demds factores conocidos por los médicos. Los ejemplos de técnicas y protocolos mencionados
anteriormente pueden encontrarse en REMINGTON’s PHARMACEUTICAL SCIENCES, 16th edition, Osol, A. (ed),
1980.

Alternativamente, se pueden utilizar terapias diana para suministrar el agente activo de forma mds especifica a
ciertos tipos de células, mediante la utilizacidn de sistemas diana tales como ligandos especificos de anticuerpos o
células. El direccionamiento puede ser deseable por varias razones; por ejemplo cuando el agente es inaceptablemente
toxico o si necesitara de otro modo una dosificacién demasiado alta, o si no pudiera de otro modo entrar en las células
diana.

En lugar de administrar estos agentes directamente, podrian ser producidos en las células diana mediante la ex-
presioén de un gen codificador introducido en las células, por ejemplo en un vector viral (una variante de la técnica
VDEPT - véase a continuacién). El vector podria ser direccionado hacia las células especificas a tratar o podria conte-
ner elementos reguladores que se conectan de forma mas o menos selectiva por las células diana.

Alternativamente, el agente podria administrarse en forma de un precursor para la conversién en una forma activa
por un agente activador producido en, o direccionado hacia, las células a tratar. Este tipo de aproximacion se conoce
a veces como ADEPT o VDEPT; el primero implicando el direccionamiento del agente activador hacia las células
mediante la conjugacion a un anticuerpo celular especifico, mientras que el dltimo implica la produccién del agente
activador, por ejemplo un péptido inhibidor de JNK, en un vector mediante la expresion procedente del ADN de
codificacién en un vector viral (véase por ejemplo, la EP-A-415731 y WO 90/07936).

En una realizacién especifica de la presente invencion, los dcidos nucleicos que incluyen una secuencia que codifica
un péptido inhibidor de JNK incluyendo cualquiera de las secuencias de aminodcidos seleccionadas de entre las SEQ
ID NOs: 3-6 y 22, o siendo cualquiera de las secuencias de aminoécidos seleccionadas de entre las SEQ ID NOs: 11-
16 y 23-26, en un péptido que sea al menos en un 95% aproximadamente homdlogo a estos péptidos, o derivados
funcionales del mismo, se pueden administrar con una composicién farmacéutica para modular las rutas de sefales
activadas de la JNK por medio de una terapia genética. En realizaciones mas especificas, uno o mas acidos nucleicos
que codifican un péptido inhibidor de JNK tal como se ha definido anteriormente se pueden administrar por medio de
una terapia genética. La terapia genética se refiere a una terapia que se lleva a cabo mediante la administracién a un
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sujeto de un 4cido nucleico especifico. En esta realizacién de la presente invencidn, el dcido nucleico produce su(s)
péptido(s) codificado(s), que sirve(n) luego para ejercer un efecto terapéutico mediante su funcién moduladora de la
enfermedad o trastorno, es decir la pérdida de audicién. Cualquiera de las metodologias relacionadas con la terapia
genética disponibles en la técnica se puede utilizar con este propdsito. Véase, por ejemplo, Goldspiel y col., 1993.
Clin. Pharm. 12:488-505.

El Producto Terapéutico puede comprender ademds un 4cido nucleico que es parte de un vector de expresion
que expresa uno o mds de cualquiera de los péptidos asociados a IB, los péptidos asociados a JBD,, o fragmentos,
derivados o andlogos de los mismos, tal como se ha definido anteriormente, dentro de un huésped adecuado. Un dcido
nucleico como este puede poseer un promotor que esté ligado de forma operable a la(s) region(es) de codificacién de
un péptido inhibidor de JNK. El promotor puede ser inducible o constitutivo y opcionalmente, especifico del tejido. La
molécula de acido nucleico puede comprender ademds secuencias de codificacion (y cualquier otra secuencia deseada)
que estén flanqueadas de regiones que favorecen la recombinacién homdéloga en un lugar deseado dentro del genoma,
previendo asi la expresién intracromosémica de los dcidos nucleicos. Véase, por ejemplo, Koller y Smithies, 1989,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935.

El suministro de este dcido nucleico del Producto Terapéutico a un paciente puede ser directo (es decir, se expone
directamente el paciente al 4cido nucleico o al vector que contiene el dcido nucleico) o indirectamente (es decir,
las células se transforman primero con el dcido nucleico in vitro, luego se transplantan en el paciente). Estas dos
aproximaciones se conocen, respectivamente, como terapia in vivo o ex vivo. Este dcido nucleico se puede administrar
directamente in vivo, donde se expresa para producir el producto codificado. Esto se puede llevar a cabo mediante
cualquiera de numerosos métodos conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, la construccién del cido nucleico
como parte de un vector apropiado de expresion del dcido nucleico y la administracién del mismo de manera tal que se
convierta en intracelular (por ejemplo, mediante infeccién utilizando un vector retroviral defectivo o atenuado u otro
vector viral; véase la patente de Estados Unidos N° 4.980.286); inyectando directamente ADN desnudo; utilizando
bombardeo de microparticulas (por ejemplo, un “Gene Gun®; Biolistic, DuPont); recubriendo los 4cidos nucleicos
con lipidos; utilizando agentes transfectantes/receptores en la superficie celular asociada; encapsulacién en liposomas,
microparticulas, o microcdpsulas; administrdndolo en un enlace a un péptido conocido por penetrar en el nicleo; o
administrandolo en un enlace a un ligando predispuesto a la endocitosis mediada por receptor (véase, por ejemplo,
Wu y Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432), que se puede utilizar para “enfocar” tipos de células que expresan
especificamente los receptores de interés, etc.

Una aproximacion ilustrativa adicional a la terapia genética puede incluir la transferencia de un gen en células en
un cultivo de tejido in vitro por medio de métodos tales como electroporacion, lipofeccién, transfeccién mediada por
fosfato de calcio, infeccién viral o similares. En general, el método de transferencia incluye la transferencia concomi-
tante de un marcador de seleccién a las células. Las células se colocan entonces bajo una presion de seleccion (por
ejemplo resistencia a los antibiéticos) para facilitar el aislamiento de aquellas células que han recogido, y estin expre-
sando, el gen transferido. Aquellas células se pueden suministrar a un paciente. En una realizacion especifica, antes de
la administracion in vivo de la célula recombinante resultante, se introduce el acido nucleico en una célula mediante
cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, por ejemplo, transfeccién, electroporacién, microinyeccion, in-
feccion con un vector viral o con bacteriofdgos que contienen secuencias de dcido nucleico de interés, fusion celular,
transferencia de genes mediada por cromosomas, transferencia de genes mediada por microcélulas, fusién de esfero-
plastos y metodologias similares, que aseguran que las funciones de desarrollo y fisiolégicas necesarias de las células
receptoras no son interrumpidas por la transferencia. Véase, por ejemplo, Loeffler and Behr, 1993. Meth. Enzymol.
217:599-618. La técnica elegida debe prever la transferencia estable del 4dcido nucleico a la célula para que el dcido
nucleico pueda ser expresado por la célula. Tipicamente, el dcido nucleico transferido puede ser heredado y expresado
por la progenie celular.

Aquellas células recombinantes resultantes pueden ser suministradas a un paciente mediante diversos métodos
conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, la inyeccion de células epiteliales (por ejemplo, de forma subcu-
tanea), aplicacion de células recombinantes de la piel como injerto de piel en el paciente e inyeccidn intravenosa de
células sanguineas recombinantes (por ejemplo, células hematopoyéticas del vastago/del progenitor). La cantidad to-
tal de células que se prevén para su uso dependen del efecto deseado, estado del paciente y similares, y pueden ser
determinadas por un especialista en la técnica.

Las células en las cuales se puede introducir un dcido nucleico con el propdsito ilustrativo anterior de la terapia
genética pueden abarcar cualquier tipo celular deseado, disponible, y pueden ser xenogénicas, heterogéneas, singe-
neicas u autogénicas. Los tipos de células pueden incluir células diferenciadas, tales como células epiteliales, células
endoteliales, queratinocitos, fibroblastos, células musculares, hepatocitos, y células sanguineas, o varias células del
véstago/del progenitor, en particular células musculares cardiacas embrionales, células de vastago del higado (publi-
cacién de la patente internacional WO 94/08598), células de vastago neurales (Stemple y Anderson, 1992, Cell 71:
973-985), células hematopoyéticas del vastago o del progenitor, por ejemplo, tal como se obtienen de la médula dsea,
sangre del cordén umbilical, sangre periférica, higado fetal y similares. Las células utilizadas para la terapia genética
pueden ser ademads autdlogas del paciente.
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Inmunoensayos

Los péptidos de la presente invencion se pueden utilizar en ensayos (por ejemplo, inmunoensayos) para detectar,
pronosticar, diagnosticar o comprobar los estados, enfermedades y trastornos mencionados anteriormente caracteri-
zados por niveles aberrantes de JNK o por un péptido inhibidor de JNK, o para controlar el tratamiento del mismo.
“Nivel aberrante” significa un incremento o reduccion del nivel en una muestra con respecto al que esta presente en
una muestra andloga procedente de una parte no afectada del cuerpo, o de un sujeto que no tiene trastorno alguno.
El inmunoensayo se puede llevar a cabo mediante un método que comprende poner en contacto una muestra pro-
cedente de un paciente con un anticuerpo en condiciones tales que pueda tener lugar la unién inmunoespecifica, y
posteriormente la deteccién o medida de la cantidad de toda unién inmunoespecifica por el anticuerpo. Por ejemplo,
un anticuerpo especifico de un péptido inhibidor de INK se puede utilizar para analizar una muestra de tejido o de
suero de un paciente en busca de la presencia de JNK o de un péptido inhibidor de JNK; siendo un nivel aberrante
de JNK o de un péptido inhibidor de JNK indicativo de un estado de enfermedad. Los inmunoensayos que se pueden
utilizar incluyen sistemas de ensayos competitivos y no competitivos, empleando técnicas tales como Western Blots,
radioinmunoensayos (RIA), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), inmunoensayos tipo “sandwich”,
ensayos de inmunoprecipitacion, reacciones de precipitina, reacciones de precipitina por difusién en gel, ensayos de
inmunodifusidn, ensayos de aglutinacién, inmunoensayos fluorescentes, ensayos de fijacién del complemento, ensayos
inmunorradiométricos, e inmunoensayos de la proteina A, etc.

La presente invencion no debe ser limitada en su alcance por las realizaciones especificas descritas aqui. Efectiva-
mente, varias modificaciones de la invencién ademas de las que estan descritas aqui se evidenciardn a los especialistas
en la técnica a partir de la descripcién anterior y de las figuras adjuntas.

Ejemplos especificos
Ejemplo 1
Identificacion de los Péptidos Inhibidores de JNK

Se identificaron las secuencias de aminodcidos importantes para la interaccién eficaz con JNK por las alineaciones
de las secuencias entre los JBDs conocidos. La comparacién de secuencias entre los JBDs de IB1 [SEQ ID NO:17],
IB2 [SEQ ID NO:18], c-Jun [SEQ ID NO:19] y ATF2 [SEQ ID NO:20] defini6 una secuencia de 8 aminodcidos
débilmente conservada (Fig. 1A). Como los JBDs de IB1 e IB2 son aproximadamente 100 veces mds eficaces que
c-Jun o ATF2 en la unién a JNK (Dickens y col., Science 277: 693 (1997), se pens6 que los residuos conservados
entre IB1 e IB2 deberian ser importantes para conferir la maxima unién. La comparacién entre los JBDs de IB1 e IB2
defini6 dos bloques de siete y tres aminodcidos altamente conservados entre las dos secuencias. Estos dos bloques
estan incluidos en una secuencia peptidica de 23 aminoacidos en IB1 [SEQ ID NO: 1] y de 21 aminodcidos en IB2
[SEQ ID NO: 2]. Estas secuencias se muestran en la Fig. 1B, las rayas en la secuencia IB2 indican un espacio en la
secuencia con el fin de alinear los residuos conservados.

Los péptidos inhibidores de JNK (JNKI) de la presente invencién se obtuvieron uniendo el motivo de unién de
JIP-1/IB1 a la JNK de 20 aminoécidos, denominado aqui JBD,, a una proteina de trafico, por ejemplo la secuencia
transportadora HIV-TAT4;_s; de 10 aminodcidos.

Ejemplo 2
Preparacion de las Proteinas de Fusion Inhibidoras de JNK

Se sintetizaron proteinas de fusion inhibidoras de JNK enlazando de forma covalente el extremo C-terminal de
JBDy; o la secuencia de 21 aminoécidos procedente del JBD de IB2 (JBD,,) o el extremo C-terminal de la secuencia
de aminodacidos JBD,, a un péptido transportador de 10 aminodcidos de longitud N-terminal procedente de VIH-
TAT,5 57 (Vives y col., J. Biol. Chem. 272: 16010 (1997)) a través de un espaciador compuesto de dos residuos de
prolina. Este espaciador se utilizé para permitir la maxima flexibilidad e impedir cambios estructurales secundarios no
deseados. Como se muestra en la Fig. 1C, estas preparaciones se designaron L-TAT [SEQ ID NO:7], L-TAT-IB1 [SEQ
ID NO: 11], L-TAT-IB2 [SEQ ID NO: 12] y L-TAT-JNKII [SEQ ID NO:21], respectivamente. Todos los péptidos de
fusién TAT de los péptidos retro-inversos D se sintetizaron también y se designaron D-TAT [SEQ ID NO: 8], D-TAT-
IB1 [SEQ ID NO: 14] y D-TAT-JNKI1 [SEQ ID NO: 22] respectivamente. Todos los péptidos D y L se produjeron
mediante sintesis simulada F cldsica y se analizaron después por Espectrometria de Masas. Se purificaron finalmente
por HPLC. Para determinar los efectos del espaciador de prolina, se produjeron dos tipos de péptido TAT, uno con y
uno sin dos prolinas. No parece que la adicién de las dos prolinas modifique la entrada o la localizacién del péptido
TAT en las células interiores.

Los péptidos genéricos que muestran los residuos de aminodcidos conservados se muestran en la Fig. 2. Una “X”
indica cualquier aminoécido. El nimero de X en un péptido determinado no se limita al que se describe y puede variar
(es decir, X puede representar cualquier nimero de residuos de aminodcidos, incluyendo cero). Véase arriba para una
descripcion mas detallada de las secuencias genéricas.
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Ejemplo 3
Inhibicion de la Muerte de Células-f8 por JBD,;

Se estudiaron entonces los efectos de la secuencia de JBD de 23 aminodcidos de longitud de IB1 sobre las activida-
des bioldgicas de la JNK. La secuencia de 23 aminodcidos estaba enlazada en el N-terminal a la Proteina Fluorescente
Verde (constructo GFP-JBDy;), y se evalud el efecto de este constructo sobre la apoptosis de células-8 pancreaticas
inducida por IL-18. Véase la Fig. 3. Se demostré previamente que este modo de apoptosis habia sido bloqueado por
la transfeccion con JBD, ,5, mientras que los inhibidores especificos de ERK1/2 o p38 no se protegieron. Véase
Ammendrup y col, mds arriba.

Los oligonucleétidos correspondientes a la secuencia de 23 aminodcidos (JBD,;; Fig. 1B) y una secuencia mutada
en las regiones totalmente conservadas (JBD,;,,,.) fueron sintetizados e insertados direccionalmente en los sitios EcoRI
y Sall del vector pEGFP-N1 que codifica la Proteina Fluorescente Verde (GFP) (de Clontech). Se cultivaron células
BTC-3 productoras de insulina en un medio RPMI 1640 complementado con Suero de Ternera Fetal al 10%, 100
pg/ml de estreptomicina, 100 unidades/ml de penicilina y 2 mM de glutamina. Las células STC-3 productoras de
insulina fueron transfectadas con los vectores indicados y se afiadié IL-18 (10 ng/ml) al medio de cultivo celular.
El nimero de células apoptéticas se cont 48 horas después de la adicién de IL-18 utilizando un microscopio de
fluorescencia invertido. Se distinguieron las células apoptdticas de las células normales por la “formacién de ampollas”
caracteristicas en el citoplasma y se contaron después de dos dias.

Tal como se indica en la Fig. 3, GFP es el vector de expresion de la Proteina Fluorescente Verde utilizado como
control; JBD23 es el vector que expresa una GFP quimérica enlazada a la secuencia de 23 aminoécidos procedente del
JBD de IB1; JBD23Mut es el mismo vector que GFP-JBD23, pero con un JBD mutado en cuatro residuos conservados
mostrados en la Fig 1B; y JBD280 es el vector de GFP enlazado al JBD entero (aminoécidos 1-280). La construccién
que expresa GFP-JBD,; impidié la apoptosis de células 8 pancredticas inducida por IL-18 tan eficazmente como
el JBD,_y entero (Fig. 3, 7BD23/IL-1 comparado con JBD280/IL-1). Como controles adicionales, las secuencias
mutadas en los residuos de IB1 totalmente conservados tenian una capacidad muy reducida de impedir la apoptosis
(Fig. 3, IBD23Mut/IL-1).

Ejemplo 4
Importacion Celular de los Péptidos TAT-IB1 y TAT-IB2

Se evalud la capacidad de las formas L- y D-enantioméricas de los péptidos TAT, TAT-IB1 y TAT-IB2 (“péptidos
TAT-IB”) para penetrar en las células.

Los péptidos L-TAT, D-TAT, L-TAT-IB1, L-TAT-IB2 y D-TAT-IB1 [SEQ ID NOs: 7, 8, 11, 12 y 14, respecti-
vamente] fueron marcados por adicién N-terminal de un residuo de glicina conjugado a fluoresceina. Los péptidos
marcados (1 uM) se afiadieron a los cultivos de células STC-3, que se mantuvieron tal como se describe en el Ejemplo
3. En ciertos momentos predeterminados, se lavaron las células con PBS y se fijaron durante cinco minutos en me-
tanol-acetona (1:1) helado antes de ser examinadas bajo microscopio de fluorescencia. Se utilizé como control BSA
marcado con fluoresceina (1 uM, 12 mol/mol de BSA). Los resultados demostraron que todos los péptidos marcados
con fluoresceina anteriores habian penetrado eficaz y rdpidamente (menos de cinco minutos) en las células una vez
afiadidos al medio de cultivo. A la inversa, la seroalbimina bovina marcada con fluoresceina (1 uM de BSA, 12 mol
de fluoresceina/mol de BSA) no penetr6 en las células.

Un estudio de medicién indic6é que la intensidad de la sefial fluorescente para los péptidos L-enantioméricos se
redujo en un 70% después de un periodo de 24 horas. Después de 48 horas habia pocas sefiales o ninguna sefial.
Por contraste, D-TAT y D-TAT-IB1 eran extremadamente estables dentro de las células. Las sefiales fluorescentes
procedentes de todos estos péptidos retro-inversos D seguian siendo muy fuertes 1 semana mads tarde, y la sefial habia
disminuido s6lo apenas a las 2 semanas después del tratamiento.

Ejemplo 5
Inhibicion in vitro de la Fosforilacion de c-JUN, ATF2 y Elkl

Se investigaron in vitro los efectos de los péptidos sobre la fosforilaciéon mediada por las JNKs de sus factores
de transcripcién diana. Se produjeron JNK1, JNK2 y JNK3 recombinantes y no activados por medio de un kit de
TRANSCRIPCION Y TRADUCCION de lisados de reticulocitos de conejo (Promega) y se utilizaron en ensayos de
quinasa en fase sé6lida con c-Jun, ATF2 y Elk1, solos o fundidos a glutation-S-transferasa (GST), como sustrato. Se
realizaron estudios dosis-respuesta donde los péptidos L-TAT, L-TAT-IB1 o L-TAT-IB2 (0-25 uM) se mezclaron con
las quinasas JNK1, JNK2 o JNK3 recombinantes en el tamp6n de reaccion (20 mM Tris-acetato, | mM EGTA, 10
mM p-nitrofenil-fosfato (pNPP), 5 mM pirofosfato de sodio, 10 mM p-glicerofosfato, 1 mM de ditiotreitol) durante
20 minutos. Las reacciones de las quinasas se iniciaron entonces mediante la adicién de 10 mM MgCl, y 5 uCi de
3P.y-dATP y 1 ug de GST-Jun (aminodcidos 1-89), GST-AFT2 (aminoécidos 1-96) o GST-ELK1 (aminoécidos 307-
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428). Las proteinas de fusion con GST se compraron a Stratagene (La Jolla, CA). Se afiadieron también a la mezcla
diez ul de perlas de glutatién-agarosa. Los productos de reaccion se separaron entonces por SDS-PAGE en un gel de
poliacrilamida al 10% desnaturalizante. Se secaron los geles y se expusieron posteriormente a peliculas de rayos X
(Kodak). Se observé una inhibicién casi completa de la fosforilacién de c-Jun, ATF2 y Elk1 por las JNKs a dosis de
péptidos TAT-IB tan bajas como de 2,5 uM. Sin embargo, la excepcidn notable fue la ausencia de inhibicién por TAT-
IB de la fosforilacién por INK3 de Elk1. En general, el péptido TAT-IB1 aparecid ligeramente superior a TAT-IB2 en
la inhibicién de la fosforilacion de la familia de JNK de sus factores de transcripcion diana (Véase la Fig. 4A).

La capacidad de los péptidos D-TAT, D-TAT-IB1 y L-TAT-IB1 (estudio con dosificacién de 0-250 uM) para inhibir
la fosforilacién de GST-Jun (aminodcidos 1-73) por JNK1, JNK2 y JNK3 recombinantes se analizé tal como se ha
descrito anteriormente. En general, el péptido D-TAT-IB1 redujo la fosforilaciéon mediada por JNK de c-Jun, pero a
niveles aproximadamente 10-20 veces menos eficaces que L-TAT-IB1 (Véase la Fig. 4B).

Ejemplo 6
Inhibicion de la Fosforilacion de c-JUN por las JNK Activadas

Se evaluaron los efectos de los péptidos L-TAT, L-TAT-IB1 6 L-TAT-IB2 sobre las JNK activadas por estimulos
estresantes utilizando GST-Jun para reducir las JNK procedentes de células HeLa irradiadas con luz UV o células STC
tratadas con IL-18. Se cultivaron células STC tal como se ha descrito anteriormente. Se cultivaron las células HeLa en
un medio DMEM complementado con Suero de Ternera Fetal al 10%, 100 ug/ml de estreptomicina, 100 unidades/ml
de penicilina y 2 mM de glutamina. Una hora antes de utilizarlas para la preparacién del extracto celular, se activaron
las células STC con IL-18 tal como se ha descrito anteriormente, mientras que las células HeLa fueron activadas
con luz UV (20 J/m?). Se prepararon extractos celulares a partir de células HeLa irradiadas con luz UV, de control,
y células BTC-3 tratadas con IL-18 extrayendo los cultivos celulares en un tampén de lisis (20 mM Tris-acetato, 1
mM EGTA, Triton-X-100 al 1%, 10 mM p-nitrofenil-fosfato, 5 mM pirofosfato de sodio, 10 mM g-glicerofosfato,
1 mM ditiotretiol). Se eliminaron los restos por centrifugacién durante cinco minutos a 15.000 rpm en un rotor SS-
34 Beckman. Se incubaron cien ug de extractos durante una hora a temperatura ambiente con un pg de GST-Jun
(amino4cidos 1-89) y 10 ul de perlas de glutatién-agarosa (Sigma). Después de cuatro lavados con el tampén de
extraccion, se resuspendieron las perlas en el mismo tampén complementado con los péptidos L-TAT, L-TAT-IB1 o L-
TAT-IB2 (25 uM) durante 20 minutos. Las reacciones de las quinasas se iniciaron entonces mediante la adicién de 10
mM MgCl, y 5 uCi de **P-y-dATP y se incubaron durante 30 minutos a 30°C. Los productos de reaccién se separaron
entonces por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10% desnaturalizante. Se secaron los geles y se expusieron
posteriormente a peliculas de rayos X (Kodak). En estos experimentos, los péptidos TAT-IB impidieron eficazmente
la fosforilacién de c-Jun por las JNK activadas (Véase la Fig. 6).

Ejemplo 7
Inhibicion in vivo de la Fosforilacion de c-JUN por los Péptidos TAT-IB

Para determinar si los péptidos con permeabilidad celular podrian bloquear la sefializacién de JNK in vivo, utiliza-
mos un sistema GAL4 heter6logo. Células HeLa cultivadas tal como se ha descrito anteriormente fueron cotransfecta-
das con el vector reporter SXGAL-LUC junto con el constructo de expresion de GAL-Jun (Stratagene), que comprende
el dominio de activacién de c-Jun (aminoacidos 1-89) enlazado al dominio de union a ADN GAL4. La activaciéon de
JNK se obtuvo mediante la cotransfeccién de los vectores que expresan las quinasas directamente “aguas arriba”
MKK4 y MKK?7 (véase, Whitmarsh y col., Science 285: 1573 (1999)). Brevemente, 3 x 10° células fueron transfec-
tadas con los pldsmidos en placas de 3,5 cm utilizando DOTAP (Boehringer Mannheim) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para los experimentos que implicaban GAL-Jun, 20 ng del plasmido fueron transfectados con 1 ug del
plasmido reporter pFR-Luc (Stratagene) y 0,5 ug de los plasmidos de expresion MKK4 o MKK7. Tres horas después
de la transfeccién, se cambiaron los medios celulares y se afiadieron (1 M) los péptidos TAT, TAT-IB1 y TAT-IB2.
Se midieron las actividades de luciferasa 16 horas mas tarde por medio del “Sistema del Doble Reporter” de Promega
después de la normalizacién del contenido proteico. Como se muestra en la Fig. 5, la adicién de los dos péptidos TAT-
IB1 y TAT-IB2 bloqueé la activacién de c-Jun después de la activacién mediada por MKK4 y MKK7 de JNK. Debido
a que las células HeLa expresan las isoformas tanto de JNK1 como de JNK2 pero no de JNK3, transfectamos células
con JNK3. De nuevo, los dos péptidos TAT-IB inhibieron la activacién mediada por JNK2 de c-Jun.

Ejemplo 8
Inhibicion de la Muerte de Células-f3 Pancredticas Inducida por IL-18 por los Péptidos TAT-IB

Investigamos los efectos de los péptidos L-TAT-IB sobre la promocién de la apoptosis de células-8 pancredticas
provocada por IL-18. Se incubaron los cultivos celulares de STC-3 durante 30 minutos con 1 uM de los péptidos L-
TAT-IB1 o L-TAT-IB2 seguido de 10 ng/ml de IL-18. Se realiz6 una segunda adicién del péptido (1 uM) 24 horas mas
tarde. Se contaron las células apoptéticas después de dos dias de incubacién con IL-18 utilizando una tincién nuclear
con yoduro de propidio (las células de color rojo son células muertas) y Hoechst 33342 (las células de color azul son
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células con su membrana plasmatica intacta). Como se muestra en la Fig. 5, la adicién de los péptidos TAT-IB inhibi6
la apoptosis inducida por IL-13 de las células STC-3 cultivadas dos dias en presencia de IL-18.

La inhibicién a largo plazo de la muerte celular inducida por IL-18 se estudié mediante el tratamiento de células
BTC-3 tal como se ha descrito anteriormente, excepto que la incubacién de las células con los péptidos e IL-15
se mantuvo durante 12 dias. Se afiadieron péptidos adicionales (1 uM) cada dia y se afadieron cada 2 dias IL-18
(10 ng/ml). El péptido TAT-IB1 confiere en estas condiciones una fuerte proteccién contra la apoptosis. Tomados
conjuntamente, estos experimentos establecen que los péptidos TAT-IB son moléculas biolégicamente activas capaces
de prevenir los efectos de la sefializacion de JNK sobre el destino celular.

Ejemplo 9
Sintesis de un Péptido Retro-Inverso D Total

Los péptidos de la invencién pueden ser péptidos con aminodcidos D totales sintetizados al revés para prevenir
la proteolisis natural (es decir, péptidos retro-inversos D totales). Un péptido retro-inverso D total de la invencién
proporciona un péptido con propiedades funcionales similares al péptido nativo donde los grupos laterales del com-
ponente aminodcido corresponden a la alineacién del péptido nativo, pero que conservan una columna resistente a las
proteasas.

Los péptidos retro-inversos de la invencidn son andlogos sintetizados utilizando aminodcidos D mediante la unién
de los aminodcidos en una cadena peptidica de modo tal que la secuencia de aminodcidos en el andlogo de péptido
retro-inverso sea exactamente la contraria a la secuencia en el péptido seleccionado que sirve de modelo. Para ilus-
trarlo, si la proteina TAT natural (formada por L-aminodacidos) tiene la secuencia GRKKRRQRRR [SEQ ID NO:7], el
andlogo de péptido retro-inverso de este péptido (formado por D-aminodcidos) tendrd la secuencia RRRQRRKKRG
[SEQ ID NO:8]. Son conocidos en la técnica los procedimientos para sintetizar una cadena de D-aminodcidos para
formar los péptidos retro-inversos. Véase, por ejemplo, Jameson y col., Nature, 368, 744-746 (1994); Brady y col.,
Nature, 368, 692-693 (1994)); Guichard y col., J. Med. Chem. 39, 2030-2039 (1996). De forma especifica, los retro-
péptidos se produjeron por medio de la sintesis simulada F clésica y se analizaron después por Espectrometria de
Masas. Se purificaron finalmente por HPLC.

Debido a que un problema inherente a los péptidos nativos es la degradacion por las proteasas naturales y la in-
munogenicidad inherente, los compuestos heterobivalentes o heteromultivalentes de esta invencidn se preparardn para
incluir el “isémero retro-inverso” del péptido deseado. La proteccion del péptido contra la proteolisis natural, por tan-
to, tendria que aumentar la eficacia del compuesto heterobivalente o heteromultivalente especifico, tanto prolongando
la vida media como disminuyendo el alcance de la respuesta inmune destinada a destruir activamente los péptidos.

Ejemplo 10
Actividad Bioldgica a Largo Plazo de los Péptidos IB Retro-Inversos D Totales

La actividad bioldgica a largo plazo se prevé para D-TAT-IB retro-inverso que contiene el heteroconjugado pepti-
dico cuando se compara con el andlogo de L-aminodcido nativo debido a la proteccidn del péptido D-TAT-IB contra
la degradacién por proteasas nativas, tal como se muestra en el Ejemplo 5.

Se analiz6 la inhibicién de la muerte de células-5 pancreéticas inducida por IL-15 por el péptido D-TAT-IB1. Tal
como se muestra en la Fig. 10, se incubaron las células STC-3 tal como se ha descrito anteriormente durante 30 minutos
con una sola adicién de los péptidos indicados (1 uM), luego se afiadié IL-18 (10 ng/ml). Se contaron entonces las
células apoptéticas después de dos dias de incubacién con IL-18 utilizando una tincién nuclear con yoduro de propidio
y Hoechst 33342. Se conté un minimo de 1.000 células en cada experimento. Se indica el Error Estandar de las Medias
(SEM), n=5. El péptido D-TAT-IB1 redujo la apoptosis inducida por IL-1 hasta un punto similar a los péptidos L-TAT-
IB (comparar la Fig. 5 y la Fig. 10).

Se analiz6é también la inhibicién a largo plazo de la muerte celular inducida por IL-18 por el péptido D-TAT-IB1.
Se incubaron las células STC-3 tal como se hizo anteriormente durante 30 minutos con una sola adicién de los péptidos
indicados (1 uM), luego se afiadié IL-18 (10 ng/ml), seguido de la adicién de la citoquina cada dos dias. Se contaron
entonces las células apoptéticas después de 15 dias de incubacién con IL-18 utilizando una tincién nuclear con yoduro
de propidio y Hoechst 33342. Observen que una sola adicién del péptido L-TAT-IB1 no confiere una proteccién a
largo plazo. Se cont6é un minimo de 1.000 células en cada experimento. Se indica el Error Estdndar de las Medias
(SEM), n=5. Se muestran los resultados en la Fig. 9. El péptido D-TAT-IB1, pero no L-TAT-IB1, fue capaz de conferir
una proteccién a largo plazo (15 dfas).
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Ejemplo 11
Inhibicion de la Muerte de Células-B Pancredticas Inducida por Irradiacion por los Péptidos TAT-IB

Se activa también JNK por radiacién ionizante. Para determinar si los péptidos TAT-IB proporcionaban proteccién
contra el dafio a JNK inducido por radiacién, se irradiaron (30 Gy) células “WiDr” en presencia o ausencia de los
péptidos D-TAT, L-TAT-IB1 o D-TAT-IB1 (1 uM afiadido 30 minutos antes de la irradiacion), tal como se indica en
la Fig. 10. No se irradiaron las células control (CTRL). Se analizaron las células 48 horas mds tarde por medio de
tincién PI y Hoechst 33342, tal como se ha descrito anteriormente. Se indica el SEM, n=3. Ambos péptidos L-TAT-
IB1 y D-TAT-IB1 fueron capaces de impedir la apoptosis inducida por irradiacién en esta linea celular de cancer de
colén humano.

Ejemplo 12
Radioproteccion contra la Radiacion Ionizante por los Péptidos TAT-IB

Para determinar los efectos radioprotectores de los péptidos TAT-IB, se irradiaron ratones C57 B1/6 (de 2 a 3
meses de edad) con un rayo 250R de Phillips RT a una velocidad de dosificacién de 0,74 Gy/min (filtro de Cu de 0,5
mm, 17 mA). Treinta minutos antes de la irradiacién, se inyectaron i.p. los animales con los péptidos TAT, L-TAT-
IB1 y D-TAT-IB1 (30 ul de una solucién de 1 mM). Brevemente, se irradiaron los ratones como sigue: se colocaron
los ratones en pequefias cajas de plastico con la cabeza fuera de la caja. Se colocaron los animales de espaldas bajo
el irradiador y se les fij6 el cuello en un pequefio tinel de plastico para mantener la cabeza en una posicion correcta.
Se protegi6 el cuerpo con plomo. Antes de la irradiacién, se mantuvieron los ratones con comida en granulos estdndar
para ratones, sin embargo después de la irradiacidn los ratones fueron alimentados con una comida semiliquida que se
renovo cada dfa.

La reaccién de la mucosa labial fue registrada entonces por 2 observadores independientes de acuerdo con un
sistema de registro desarrollado por Parkins y col. (Parkins y col., Radiotherapy & Oncology, 1: 165-173, 1983), en el
que se registrd el estado eritematoso asi como la presencia de edema, descamacion y exudaciéon. Ademds, se pesaron
los animales antes de cada registro de su estado eritematoso/edematoso.

La Fig. 12A ilustra el peso de los ratones después de la irradiacién. Los valores se indican segtn el peso inicial de
los ratones que fue establecido en 100. CTRL: ratones control inyectados con 30 ul de una solucién salina. n=2 para
cada uno de los valores indicados, se indican los S.D. Los valores x son dias.

La Fig. 12B ilustra el registro de eritema/edema después de la irradiacién. Se cuantificé el estado edematoso y
eritematoso del labio ventral de los mismos ratones como en la Fig. 12A. n=2 para cada valor registrado. Los valores
x son dias.

Los resultados de estos experimentos indican que los Péptidos TAT-IB pueden proteger contra la pérdida de peso
y contra el eritema/edema asociados a la radiacién ionizante.

Ejemplo 13
Supresion de los Factores de Transcripcion de JNK por los Péptidos L-TAT-IB1

Se llevaron a cabo ensayos de retardo en gel con una sonda de doble marcado de AP-1 (5’-CGC TTG ATG AGT
CAG CCG GAA-3’). Los extractos nucleares de células HeLa que fueron tratados o no durante una hora con 5 ng/ml
de TNF-q, son tal como se indican. Los péptidos TAT y L-TAT-IB1 se afiadieron 30 minutos antes de TNF-a. Se
muestra solamente la parte del gel con el complejo ADN AP-1 especifico (tal como lo demuestran los experimentos
de competiciéon con competidores no especificos y especificos no marcados). Los péptidos L-TAT-IB1 reducen la
formacién del complejo de unién de AP-1 a ADN en presencia de TNF-a (Véase la Fig. 11).

Ejemplo 14
Proteccion por los Péptidos D-TAT-IB Contra la Pérdida de Audicion Inducida por Ruido

Se inyect6 una solucién de D-JNKI (1 M, 1 ul/h) en el oido interno derecho de una cobaya tal como se muestra en
la Fig. 13, panel A, mientras que se inyect6 solamente una solucién salina en el oido izquierdo. La cobaya se expuso
entonces a un trauma actstico (120 dB, 30 minutos) y se llevé a cabo el registro de la sensibilidad de audicién tres dias
después (Fig. 13, panel B), asi como el examen histoldgico del oido interno (Fig. 13, panel C y D). Como se muestra
en la Fig. 13, las estructuras ciliadas del oido tratado con JNKI estdn totalmente protegidas contra la destruccién
inducida por ruido, tal como se estima a partir del examen histolégico, por contraste con el oido no tratado en el cual
ha desaparecido la mayor parte de las estructuras ciliadas. Ademas, parece que se ha conservado la sensibilidad al
ruido del oido tratado con D-JNK1 (Fig. 13, panel B).
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Ejemplo 15
Proteccion por los Péptidos D-TAT-IB Contra la Pérdida de Audicion Inducida por Antibioticos

Se trataron los oidos internos de pollos con estreptomicina en presencia/ausencia de D-JNKI. Se realizaron en-
tonces experimentos TUNEL para detectar la apoptosis (niicleos verdes). Como se muestra en la Fig. 14, 1a D-JNKI
protege totalmente los oidos internos contra la apoptosis inducida por la estreptomicina. Por tanto, la D-JNK-I es util
en la prevencién de estados de pérdida de audicion sostenidos debidos a una terapia con antibidticos.

Ejemplo 16

Proteccion por los Péptidos D-TAT-IB Contra la Destruccion de Islotes Pancredticos Inducida por Citoquinas Proin-
flamatorias

Se trataron células de los islotes pancreaticos con D-JNK1 (1 mM durante una hora antes de su exposicién a la
interleuquina 1B (10 ng/ml)). Como se muestra en la Fig. 15, los islotes tratados con D-JNKI1 resisten la destruccién
inducida por IL-1B. Esto indica que el tratamiento con D-JNK1 ayuda a conservar los islotes injertados.

Ejemplo 17
Aumento de la Recuperacion de Células de los Islotes Pancredticos por los Péptidos D-TAT-IB

Se afiadié D-JNK-I junto con colagenasa durante el aislamiento de las células de los islotes. Esto resulté en una
produccién incrementada de islotes después de 3 dias en el cultivo, tal como se mide mediante el aumento de lactato-
deshidrogenasa. Véase la Fig. 15.

Ejemplo 18

Meétodos Generales Utilizados para Ensayar los Efectos de los Péptidos JNKI sobre la Activacion de JNK y la Accion
Relacionada con JNK

Cultivo Neuronal General: Pequefios trozos de corteza cerebral de crias de dos dias de rata adulta se disecaron e
incubaron con 200 unidades de papaina durante 30 minutos a 34°C. Luego, se colocaron en placas las neuronas a den-
sidades de aproximadamente 1 x 10° células/placa en cubetas que habian sido prerrecubiertas con 100 pg/ml de poli-
D-lisina. Se cultivaron las células utilizando un medio de cultivo B27/Neurobasal (Life Technologies) complementado
con 0,5 m de glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina.

Ensayo de citotoxicidad mediante lactato-deshidrogenasa (LDH): La cantidad de LDH liberada en el medio de
cultivo se midi6 utilizando el kit de ensayo de citotoxicidad no radioactivo Cytotox 96 (Promega).

Captacion de GST-c-Jun 'y ensayo de quinasa: Se prepararon extractos celulares mediante raspado de células en un
tampodn de lisis (20 mM Tris-acetato, 1 mM EGTA, Triton-X-100 al 1%, 10 mM p-nitrofenil-fosfato, S mM pirofosfato
de sodio, 10 mM g-glicerofosfato, 1 mM ditiotretiol). Se incubaron muestras de 25 ug durante 1 hora a temperatura
ambiente con 1 ug de GST-c-Jun (residuos de aminodcidos 1-89) y 10 ul de perlas de glutatién-agarosa (Sigma).
Se lavaron las perlas cuatro veces y se resuspendieron en el tampén de lisis descrito anteriormente. Se realizaron
entonces los ensayos de quinasa in vitro utilizando JNK1la1 recombinante y 0,5 ug de un sustrato seleccionado de
entre el grupo compuesto por proteinas de fusiéon con GST (por ejemplo, proteinas de fusion GST-Jun y GST-E1k1),
caseina e histona (Sigma). Se iniciaron las reacciones con 10 mM MgCl, y 10 uM ATP en presencia de 5 uCi**P-ATP,
y se incubaron durante 30 minutos a 30°C. Los productos de reaccién se separaron por SDS-PAGE, se secaron los
geles y después se expusieron a peliculas de rayos X (Kodak).

Western Blot: Se obtuvieron extractos proteicos totales mediante raspado de células en el tampén de lisis (descrito
anteriormente), separando las proteinas en un gel de poliacrilamida SDS al 12%. Las proteinas separadas se trasla-
daron entonces a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Los anticuerpos utilizados en el Western Blot
descritos aqui se obtuvieron de Alexis.

Separacion de niicleos del citoplasma: Para aislar los nicleos para el andlisis Western Blot (véase la Fig. 17B), se
lisaron neuronas durante 15 minutos en el tampdn de lisis y después se centrifugaron las muestras a 300 g durante 10
minutos a 4°C. Los granulos nucleares se reconstituyeron en el tamp6n de lisis y luego se sonicaron.

RT-PCR en tiempo real: Se realizé la RT-PCR utilizando iniciadores especificos en un aparato ciclador de luz
(Roche). Se utilizé la transcripcidon de actina como control para normalizar la cantidad y calidad de los ARN que se
extrajeron por medio del método de Chomczynski. Véase Chomczynski y col., Anal. Biochem., 162:156-59 (1987).
Las secuencias de los cebadores utilizados fueron como sigue:
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c-Fos:  Directa: 5’-GCTGACAGATACACTCCAAG-3’
Inversa: 5’-CCTAGATGATGCCGGAAACA-3’
Actina:  Directa:  5’-AACGGCTCCGGCATGTGCAA-3’

Inversa: 5’-ATTGTAGAAGGTGTGGTGCCA-5’

Inmunohistoquimica de P-c-jun: P-c-jun, tal como se utiliza aqui, se refiere a formas fosforiladas de c-jun. Se en-
focé P-c-jun con un anticuerpo policlonal de conejo (500x en PBS) (Tecnologia de Sefializacion Celular). EI complejo
de anticuerpos resultante se visualizé con 3,3-diaminobenzidina como sustrato.

Isquemia transitoria en ratones adultos: En ratones machos ICR-CD1 (con una edad de aproximadamente 6 se-
manas y un peso en el rango de aproximadamente 18 a 37 g) (Harlan, Inc.) se provocé la isquemia mediante la
introduccion de un filamento desde la arteria carétida en la arteria cardtida interna y haciendo avanzar el filamento
en el circulo arterial, ocluyendo asi la arteria cerebral media. Véase, por ejemplo, Huang y col., Science, 265:1883-
85 (1994); Hara y col., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 94:2007-12 (1997). Se midi6 el flujo de sangre cerebral regional
por flujometria laser-Doppler con una sonda fijada en el crdneo hasta la isquemia y hasta 10 minutos después de la
reperfusién. Se midi6 la temperatura rectal y se mantuvo a 37°C. Se sacrificaron los animales 48 horas después de la
reperfusion. Se cortaron series de secciones criostticas de 20 uM de espesor utilizando un sistema de microscopio
por ordenador provisto del programa Neurolucida (Microbrightfield, Inc.) y se calcularon los volimenes de la zona
isquémica y de todo el cerebro (a ciegas) con el programa Neuroexplorer. La presion sanguinea sistdlica y diastdlica
se midié con un catéter arterial en tres ratones mds desde 10 minutos antes de la inyecciéon de D-JNKII hasta 30
minutos después. Estas mediciones de la presidon sanguinea mostraron que las inyecciones no habian afectado a la
presion sanguinea (es decir, un cambio inferior al 10%). Se siguieron en todos los experimentos las directrices de la
Swiss Federal Veterinary Office.

Isquemia focal permanente en ratas jovenes (P14): Se obtuvo la oclusién de la arteria cerebral por electrocoagu-
lacién de la arteria cerebral media en una posicidn cercana a su origen en su unién con la rama olfatoria. Las ratas
(Wistar), que pesaban entre aproximadamente 27 y 35 g, fueron sacrificadas 24 horas después de la oclusién de la
arteria cerebral media. Las ratas fueron sacrificadas mediante una sobredosis de hidrato de cloral y fueron perfundidas
a través del ventriculo izquierdo con fijador de Zamboni. Los cerebros fueron postfijados durante 2 horas en la misma
solucién utilizada para la perfusion y luego los cerebros fueron infiltrados durante toda la noche en sacarosa al 30%
para la crioproteccion. Se dibujaron (colorearon) los contornos de cada zona isquémica con un sistema de microscopio
por ordenador. La zona de la lesién isquémica y de todo el cerebro se dibujé a partir de series de secciones de cridstato
de 50 um tefiidas con violeta de cresilo utilizando el programa Neurolucida y se calcularon los volimenes de cada una
por medio del programa Neuroexplorer, tal como se ha descrito anteriormente.

Estadisticas: Los datos procedentes de ambos modelos de isquemia (es decir, transitoria y permanente) se trans-
formaron logaritmicamente para satisfacer el criterio Gaussiano. Los datos se analizaron mediante ANOVA global (p
< 0,0001 para ambos modelos) seguido de ensayos-t no pareados de cola tnica.

Ejemplo 19
Sensibilidad y Especificidad de los Péptidos JNKI con respecto a la accion de JNK

Los péptidos JNKI1 utilizados en estos experimentos son destinados a bloquear el acceso de JNK a c-Jun y a otros
sustratos mediante un mecanismo competitivo directo. Véase por ejemplo, Bonny y col., Diabetes, 50:77-82 (2001);
Barr y col., J. Biol. Chem., 277:10987-97 (2002).

El efecto inhibidor de L-JNKI1 y D-JNKI1 sobre la activacion y accién de JNK se sometié a prueba utilizando
ensayos de quinasa, tal como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 18. Se muestran los resultados de estos
experimentos en las Fig. 16A-16C. El efecto inhibidor de L-JNKI1 y D-JNKI1 sobre la activacién y accién de JNK se
muestra por su capacidad para impedir la fosforilacién in vitro de las dianas conocidas c-Jun y Elk1 de JNK utilizando
JINKlal (Véase la Fig. 16A). Los términos “P-Jun” y “P-Elk1” tal como se utilizan aqui se refieren a las formas
radioetiquetadas (es decir, fosforiladas con **P-ATP) de los sustratos GST-Jun y GST-EIk1, respectivamente. La Fig.
16B demuestra el efecto inhibidor de la secuencia inhibidora minima de JNK de 20 aminoacidos de JIP-IB1 (forma-
L de JBD,) (SEQ ID NO:21)) en experimentos dosis-respuesta, utilizando condiciones similares a las utilizadas para
someter a prueba el efecto de L-JNKI1 y D-JNKI1 y mediante cantidades decrecientes de L-JBD,,. La Fig. 16B ilustra
que el péptido L-JBD,, (SEQ ID NO:21) solo (es decir, sin la secuencia TAT) puede inhibir la accién de JNK. Se
demostr6 también que JBD,, inhibia otras dianas de JNK, incluidas ATF2, IRS-1, MADD, bcl-x1. En cada uno de
estos casos, la ICs, fue de aproximadamente 1 uM (datos no mostrados). La secuencia TAT en estos experimentos no
estaba ligada a JBD,, debido a que, a una concentracién superior a 50 uM, la secuencia TAT provoca una precipitacién
no especifica de las proteinas en los extractos. Por debajo de 50 uM, TAT no influye en las propiedades inhibidoras de
los péptidos JBD,.
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Se realizaron experimentos in vitro para determinar la especificidad de los péptidos JNKI en el bloqueo de la
activacién de JNK. En particular, se someti6é a prueba el efecto de estos péptidos sobre la actividad de 40 quinasas
diferentes (10 uM péptidos, 10 uM ATP) hacia sus sustratos respectivos. La lista completa de los sustratos utilizados en
estos experimentos se puede encontrar en http://www.upstate.com/img/pdf/KinaseProfiler.pdf. Tal como se esperaba,
los péptidos JNKI tenfan un efecto sobre las JNKs y las quinasas MKK4 y MKK7, conteniendo todos dominios
de unién a JNK. Los péptidos (las formas tanto L-JNKI1 como D-JNKI1) dejaron completamente de dificultar las
actividades de todas las otras quinasas. Experimentos adicionales demostraron que 500 uM de los péptidos JBDy,
no dificultaron la actividad de 6 quinasas particulares: ERK2, p38, pKC, p34, caK y pKA (Fig. 16C). Los sustratos
de estas quinasas son ERK2:ERK1; p38:ATF2; p34, pKC, pKA:histona y caK:caseina. Este nivel de especificidad
estd muy por encima de los niveles logrados con otros pequefios inhibidores quimicos de la Jun-N-terminal quinasa,
demostrando asi la selectividad extremadamente alta de los péptidos JNKI de la invencién. Para informarse sobre
otros pequefios inhibidores quimicos de la Jun-N-terminal quinasa (JNK), véase Bennett y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA), 98:13681-86 (2001).

Ejemplo 20
Efectos de los Péptidos JNKI sobre dianas de JNK dentro de Neuronas Corticales Tratadas con NM DA

Se llevo a cabo una serie de experimentos para analizar los efectos de los péptidos JNKI de la invencion sobre
distintas dianas de JNK dentro de las neuronas. La activacién de JNK en las neuronas corticales tratadas con N-
metil-D-aspartato (NMDA) en cultivo se estimé mediante la realizacién de ensayos de quinasa sobre la JNK captada
utilizando GST-c-Jun, por medio de los métodos descritos anteriormente (Véase por ejemplo, Ko y col., J. Neurochem.
71:1390-1395 (1998); Coffey y col., J. Neurosci. 20:7602-7613 (2000)). Los resultados de estos experimentos se
muestran en las Fig. 17-18.

La Fig. 17A muestra la actividad de JNK en neuronas no tratadas (“0), después de una exposicién de 10 minutos
a 100 uM de NMDA (10’) o después de una exposiciéon de 30 minutos a 100 uM de NMDA. Las dos bandas a la
derecha de la Fig. 17C demuestran que la activaciéon de JNK no cambi6 esencialmente por D-JNKI1. El incremento
de la actividad de JNK aparecié en su maximo (es decir, 2,2 veces mds) después de 30 minutos del tratamiento con
NMDA (Fig. 17A). Este aumento de la actividad de JNK se trasladé a una fosforilacién elevada de c-Jun (Fig. 17B).
La adici6n de los péptidos penetrantes de células L-JNKI1 y D-JNKI1 demostré impedir completamente el incremento
en P-c-Jun después de 5 horas de exposicién a 100 uM de NMDA, a pesar de un nivel normal de activacién de JNK.
La adicién de L-JNKI1 y D-JNKI1 1levé el nivel de P-c-Jun por debajo incluso del nivel de P-c-Jun en el control.

La transcripcién inducida por NMDA del gen c-fos bajo la influencia de JNK a través del factor de transcripcion
Elk] también fue totalmente impedida por la adicién de L-JNKI y D-JNKII (Fig. 17C). La expresién de c-fos fue
cuantificada por PCR en tiempo real (ciclador de luz) utilizando ARN extraido por los métodos descritos anteriormente
en el Ejemplo 18. Los datos en la Fig. 17C se presentan como expresioén de c-fos con respecto a la actina (n=4). Para
una descripcién de la induccidén de la expresion de c-fos a través de la fosforilacion de TCF/Elk-1 mediada por JNK,
véase Cavigeli y col., EMBOJ., 14:5957-5964 (1995).

La duracién de la neurotoxicidad y la neuroproteccién de NMDA por L-JNKI1 y D-JNKII1, asi como los dos
péptidos de control, TAT-vacio (es decir, la secuencia TAT sola, sin la secuencia JBD,y) y L-JNKI1,,,, (que tiene seis
aminodcidos mutados en alanina, tal como se describe en Bonny y col., Diabetes 50:77-82 (2001)). Las micrografias
de la Fig. 18 muestran neuronas tefiidas con Hoechst 24 horas después del tratamiento. La adicién de los péptidos L-
JNKI y D-JNKI1 protegié completamente las neuronas contra los efectos excitotéxicos de NMDA (Fig. 18) o cainato
(datos no mostrados), mientras que la adicién de los péptidos control no tuvo ningtin efecto neuroprotector. 12 horas
después del tratamiento, ambos péptidos L-JNKI1 y D-JNKI1 demostraron inhibir la muerte neuronal, mientras que
los péptidos TAT-vacios no tuvieron ningtin efecto (Fig. 18).

Tal como se observa en la Fig. 18, la forma D de los péptidos penetrantes en las células de la invencién, es decir
D-JNKII, era superior en las neuronas protectoras durante periodos prolongados de tiempo, es decir 12 horas, 24
horas y 48 horas después de la exposicién a 100 uM de NMDA. Estas micrografias indican que 24 horas después
del tratamiento, D-JNKII1 seguia proporcionando una neuroproteccion total, ya que los cultivos control y los cultivos
tratados con D-JNKI1 y NMDA eran comparables. La forma L de JNKII ya no protegia mas las neuronas 24 horas
después del tratamiento, supuestamente debido a que las formas L de los péptidos son generalmente mas propensas a
la degradacion. Los péptidos TAT-vacios no afectaron a la muerte celular en ninguna de las condiciones. El histograma
de la Fig. 18 describe el nivel de muerte neuronal 12, 24 y 48 horas después de la exposicién a 100 uM de NMDA, tal
como lo indica la actividad de LDH en el caldo de cultivo de la placa Petri. Los valores de absorbancia, que representan
la concentracién de LDH, han sido convertidos en valores porcentuales de muerte neuronal dividiendo los valores de
absorbancia por la absorbancia media para un LDH total. La absorbancia media para un LDH total se obtuvo a partir
del caldo de cultivo mds neuronas lisadas.
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Ejemplo 21
Suministro in vivo de Péptidos JNKI con permeabilidad celular

Para someter a prueba la factibilidad de utilizacion de los péptidos con permeabilidad celular en aplicaciones in
vivo, se evalud su capacidad para penetrar en el cerebro utilizando L-JNKI1 y D-JNKII etiquetados con FITC. Para
mads informacién sobre el suministro in vivo de una proteina biolégicamente activa en un ratén, véase Schwarze y col.,
Science, 285:1569-72 (1999). Estos experimentos mostraron que ambos L-JNKI1 y D-JNKII etiquetados con FITC
eran capaces de atravesar la barrera sangre-cerebro y penetrar en las neuronas de ratones y ratas adultas de varias
edades. Ambos L-JNKI1 y D-JNKII etiquetados con FITC eran capaces de penetrar en las neuronas tras 1 hora de su
inyeccidn intraperitoneal (datos no mostrados).

Ejemplo 22
Neuroproteccion por los Péptidos JNKI contra la Isquemia Cerebral Focal Transitoria y Permanente

En un modelo de isquemia suave en ratones, la arteria cerebral media izquierda fue ocluida durante 30 minutos,
seguido de 48 horas de reperfusién. El grupo control tratado con un vehiculo recibié solamente una inyeccién de
una solucién de tampén fosfato (PBS). En el grupo control tratado con el vehiculo, esta oclusion resulté sistemdtica-
mente en una infartacién mayor que contenia células severamente picnéticas, que se encontraban predominantemente
en la corteza y el estrato en todos los cerebros, y en 7 de los cerebros, estas células se encontraban también en el
hipocampo. El volumen medio infartado era de 67,4 mm® (n=12) en aquellos sujetos del grupo control tratado con
vehiculo.

Para evaluar la eficacia y la “ventana terapéutica” del tratamiento (es decir, el periodo de tiempo después de la
lesion durante el cual el tratamiento con los péptidos de la invencién sigue siendo eficaz), se trataron los sujetos
con una inyeccién intracerebroventricular (icv) de D-JNKI1 (15,7 ng en 2 ul de PBS). La Fig. 19A muestra secciones
teflidas con violeta de cresilo que representan ejemplos tipicos del infarto resultante (barra, 1 mm). La Fig 19B describe
los volimenes infartados después de la inyeccion icv de D-JNKII en distintos momentos antes (-1 hora) o después
(+3,6 6 12 horas) de la oclusién de la arteria cerebral media. En la Fig. 19B, un asterisco (*) indica que el resultado es
estadisticamente distinto del control (tal como lo indica la prueba-t).

El pretratamiento 1 hora antes de la oclusién de la arteria cerebral media con una inyeccién icv de D-JNKI1 redujo
el volumen de infarto medido 48 horas después de la reperfusién en un 88%, hasta un volumen de 7,8 mm?® (Fig. 19A-
19B). La administracién del péptido D-JNKI1 3 6 6 horas después de la oclusion de la arteria cerebral media seguia
siendo muy protectiva, ya que el volumen medio infartado en los sujetos inyectados 3 horas después de la oclusion se
redujo a 5,8 mm® (una reduccién del 91% en comparacién con animales no tratados), y el volumen medio infartado
en sujetos inyectados 6 horas después de la oclusién se redujo a 4,8 mm?® (una reduccién del 93% en comparacién con
animales no tratados). Por contraste, la inyeccién del péptido D-JNKI1 12 horas después de la oclusién de la arteria
cerebral media no fue notablemente protectiva. La consecucion de una isquemia completa seguida de una reperfusién
se confirmé en todos los animales mediante la comprobacién del flujo sanguineo cerebral regional en la zona de la
arteria cerebral media izquierda.

Se evaluaron también las capacidades protectivas de D-JNKI1 contra la isquemia focal permanente en ratas jovenes
(P14). Se prepar6 una zona isquémica en la corteza cerebral de ratas P14 mediante una oclusién permanente de
la arteria cerebral media, induciendo asi una zona de degeneracién masiva limitada a la corteza parietotemporal.
Como los volimenes del cerebro en las ratas P14 eran variables, las lesiones se expresaron como porcentaje del
volumen del hemisferio cerebral. Se inyecté de forma intraperitoneal D-JNKII a una concentracién de 11 mg/kg,
lo que corresponde aproximadamente a 340 ug. Se administré D-JNKI1 30 minutos antes de la oclusion de la arteria
cerebral media, 0 6 6 12 horas después de la oclusion. Las ratas se fijaron 24 horas después de la oclusién. En cada uno
de estos momentos (es decir, administracién a los 30 minutos, +6 horas o +12 horas), la D-JNKI1 caus6 reducciones
mayores y estadisticamente significativas en el volumen infartado en comparacién con los animales control (Fig. 20A-
20B). La administraciéon de D-JNKI1 30 minutos antes de la oclusién llevé a una reduccion del volumen infartado
del 68%, mientras que la administracién del péptido 6 y 12 horas después de la oclusién condujo a reducciones en el
volumen infartado del 78% y 49%, respectivamente.

Se realiz6 un andlisis de inmunohistoquimica para determinar la activacion del factor de transcripcién de c-Jun,
una diana principal de JNK, en cerebros de crias de ratas con isquemia permanente. La fosforilacién de c-Jun fue
evidente en muchas neuronas en la corteza peri-infartada (Fig. 5C, barra = 200 uM). Por contraste, en los cerebros
tratados con el péptido D-JNKI1, la corteza peri-infartada fue negativa y se detectaron solamente unas pocas neuronas
positivas en el limite de la region infartada.
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Ejemplo 22
Evaluacion en cuanto al Comportamiento de los Efectos Secundarios Potenciales de los Péptidos JNKI

Tipicamente, la alta toxicidad de otros compuestos neuroprotectores ha limitado mucho su uso clinico (Véase
Gladstone y col., Stroke, 33:2123-36 (2002)). La capacidad de los ratones para mantenerse en giro horizontal Rotarod
se utilizé como criterio para los posibles efectos secundarios de distintas dosis de D-JNKI1 y de una dosis terapéutica
de MK-801 (1 mg/kg, dosis terapéutica estandar). En particular, la funcién motora de los ratones se evalu6 utilizando
la prueba Rotarod 3 horas, 24 horas, 6 dias y 12 dias después de ambas inyecciones i.p. (11 y 110 mg/kg) e icv de D-
JNKI1 (2 yl que contenian 15,7 ng 6 157 ng de D-JNKI1). La inyeccién i.p. de MK-801 (1 mg/kg) se utiliz6 como
compuesto control durante este procedimiento de evaluacion.

Los ratones fueron adiestrados el dia anterior y por la mafiana del dia experimental, con el fin de reducir la variabi-
lidad entre los sujetos. Las sesiones tanto de adiestramiento como de prueba fueron idénticas para los ratones control e
inyectados. La funcién motora de cada ratén se examind inmediatamente antes de la inyeccién y 1, 6 y 12 dias después
de la inyeccién. Se colocaron los ratones en el Rotarol que estaba programado para una aceleracién uniforme de 4 a
40 rpm. Se registré el estado latente de caida de cada ratén sometido a prueba. Los resultados de esta evaluacion por
métodos con Rotarod se presentan en la Tabla 2 como latencia mediana a la caida (medida en segundos).

TABLA 2
Efecto de D-JNKI1 sobre la Coordinacion Motora

Latencia Mediana a la Caida (ver)
Dosis -1 hora |+3 horas| 1dia | 6 dias | 12 dias

PBS 2 plicv 234 202 238 268 246
MK-801 1 mg/kg i.p. 226 Incapaz 174 233 292
D-JNKI1 | 11 mg/kgi.p. 204 221 372 287 418
110 mg/kg i.p. 276 266 447 416 325

15,7 ngicv 210 342 302 345 285

157 ng icv 260 200 253 338 335

2 U PBS icv 234 202 238 | 268 246

Como se puede observar en la Tabla 2, se descubri6é que la coordinacién motora estaba intacta con ambas dosis
de D-JNKI1 por i.p. e icv (es decir, tanto la dosis de 2,8 ul/kg, que proporciond una neuroproteccién del 90%, como
la dosis 10 veces mds alta). Por contraste, MK-801 condujo a un deterioro dramdtico de la coordinacién motora, ya
que los ratones eran incapaces de mantenerse en la rueda (Véase por ejemplo, Tabla 2; Dawson y col., Brain Res.
892:344:350 (2001) (que describen resultados similares para otros neuroprotectores), y una dosis 10 veces mds alta
de MK-801 mat6 a todos los ratones. Se descubrié que los efectos secundarios de una dosis mas baja de MK-801
habian desaparecido esencialmente después de 24 horas. A los 6 y 15 dias después del tratamiento con D-JNKI1, no
se encontré ninguna sefial de deterioro motor y los resultados reproducibles en el Rotarod fueron mejores que en los
ratones control.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de cualquiera de los péptidos que incluyen cualquiera de las secuencias de aminodcidos selecciona-
das de entre las SEQ ID NOs: 3-6 y 22, o selecciondndose cualquiera de las secuencias de aminoécidos de entre las
SEQID NOs: 11-16 y 23-26, o de péptidos que son homdlogos en al menos un 95% a estos péptidos, en la fabricacién
de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la pérdida de audicién en un sujeto, caracterizada porque
el péptido impide que se dafien los estereocilios de las células pilosas, la apoptosis de las células pilosas o la apoptosis
neuronal.

2. Utilizacién de un dcido nucleico que codifica cualquiera de los péptidos que tienen L-aminoacidos y que incluye
la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 5, o selecciondndose cualquiera de las secuencias de aminoécidos de entre
las SEQ ID NOs: 11-13, 23 y 25, o que codifica péptidos que son homdlogos en al menos un 95% a estos péptidos,
en la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la pérdida de audicién en un sujeto,
caracterizada porque el péptido impide que se dafien los estereocilios de las células pilosas, la apoptosis de las
células pilosas o la apoptosis neuronal.

3. Utilizacién segtn la reivindicacién 1 6 2, caracterizada porque el péptido o el dcido nucleico utilizado para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la pérdida de audicién debe administrarse antes
de la exposicién del sujeto a un trauma acustico.

4. Utilizacién segun la reivindicacién 1 6 2, caracterizada porque el péptido o el 4cido nucleico utilizado para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de la pérdida de audicion se administra después de
la exposicion del sujeto a un trauma acustico.

5. Utilizacién segun la reivindicacion 3 6 4, caracterizada porque el trauma actstico es un ruido de al menos 90
dB SPL.

6. Utilizacion segtn la reivindicacién 1 6 2, caracterizada porque el péptido o el dcido nucleico utilizado para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la pérdida de audicion se administra antes de la
exposicion del sujeto a un antibiético.

7. Utilizacién segun la reivindicacién 1 6 2, caracterizada porque el péptido o el 4cido nucleico utilizado para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de la pérdida de audicion se administra después de
la exposicién del sujeto a un antibidtico.

8. Utilizacién segun la reivindicacién 6 6 7, caracterizada porque el antibiético es un aminoglicésido.

9. Utilizacién segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizada porque el péptido o el 4cido nucleico utilizado para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la pérdida de audicién se administra antes de la
exposicion del sujeto a un agente quimioterapéutico.

10. Utilizacién segtin la reivindicacion 1 6 2, caracterizada porque el péptido o el 4cido nucleico utilizado para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la pérdida de audicién se administra después de
la exposicién del sujeto a un agente quimioterapéutico.

11. Utilizacidn segin cualquiera de las reivindicaciones 3 a 10, caracterizada porque el péptido o el dcido nucleico

se administra por cualquier via de administracién seleccionada de entre el grupo consistente en la administracién
intraauricular, intraperitoneal, nasal, intravenosa, oral y parche.
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FIG. 20
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ES 2319454 T3
LISTA DE SECUENCIAS
<110> Xiagen, S.A.
<120> Inhibidores peptidicos con permeabilidad celular de la ruta de transduccién de sefiales de la INK
<130> UOO1POOSWOEPT1

<140> EP 06019172
<141> 13-09-2006

<150> US 10/165.250
<151> 07-06-2002

<160> 33
<170> Patenln Version 3.3

<210>1

<211>23

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: Péptido L-IB1 inhibidor de la JINK

<400> 1
Asp Thr Tyr Arg Pro Lys Arg Pro Thr Thr Leu Asn Leu Phe Pro Gln
1 S 10 15
Val Pro Arg Ser Gln Asp Thr
20
<210>2
<211> 21
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: Péptido L-IB2 inhibidor de la JINK

<400> 2
Glu Glu Pro His Lys His Arg Pro Thr Thr Leu Arg Leu Thr Thr Leu
1 LY 10 15
Gly Ala Gln Asp Ser
20
<210>3
<211>23
<212> PRT

<213> Desconocido
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ES 2319454 T3

<220>
<223> Descripciodn de la secuencia: Péptido D-IB1 inhibidor de 1la INK

<400> 3

Thr Asp Gln Ser Arg Pro Val Gln Pro Phe Leu Asn Leu Thr Thr Pro
1 S 10 15

Arg Lys Pro Arg Tyr Thr Asp
20

<210> 4

<211> 21

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: Péptido D-IB2 inhibidor de la JNK

<400> 4

Ser Asp Gln Ala Gly Leu Thr Thr Leu Arg Leu Thr Thr Pro Arg His
1 S5 10 15

Lys His Pro Glu Glu
20

<210>5

<211> 19

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia: Péptido L-IB (genérico) inhibidor de la JNK (XRPTTLXLXXXXXXXQDS/TX)

<220>

<221> VARIACION
<222> (1)..(1)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir=""Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir=""
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<220>

<221> VARIACION
<2225 (7)..(7)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="“GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="“Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir="""

<220>

<221> VARIACION
<222> (9)..(15)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="“GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir=""Xaa’
/sustituir="""

s

<220>

<221> VARIACION
<222> (18)..(18)
<223> /sustituir="“Thr”

<220>

<221> VARIACION
<222> (19)..(19)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”

ES 2319454 T3
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ES 2319454 T3

/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir=""

<400> 5

Ala Arg Pro Thr Thr Leu Ala Leu Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gln
1 5 10 15

Asp Ser Ala

<210> 6
<211> 19
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: Péptido D-IB (genérico) inhibidor de la JNK (XS/TDQXXXXXXXLXLTTPRX)

<220>

<221> VARIACION
<222> (1)..(1)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir=""

<220>

<221> VARIACION
<222> (2)..(2)
<223> /sustituir="“Thr”

<220>
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<221> VARIACION

<222>

6)..(aAn

<223> /sustituir="Arg”

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir="""

VARIACION
(13)..(13)

/sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="“Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="“Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir=""Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir=""

VARIACION
(19)..(19)

/sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”

/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
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ES 2319454 T3

/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”

/sustituir="*"’

<400> 6

Ala Ser Asp Gln Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Leu Ala Leu Thr Thr

1 5 10 15

Pro Arg Ala

<210>7
<211> 10
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: Péptido que contiene la secuencia de TAT, L-TAT

<400> 7

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5 10

<210> 8

<211> 10

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcién de la secuencia: Péptido retro-inverso que contiene la secuencia de TAT, D-TAT

<400> 8

Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys Lys Arg Gly
1 5 10

<210>9

<211> 17

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcién de la secuencia: Péptido que contiene la secuencia genérica de TAT, L-genérica-TAT

<220>

<221> VARIACION
<222> (1)..(4)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
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ES 2319454 T3

/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir=""

<220>

<221> VARIACION
<222> (14)..(17)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Ile”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="“Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir=""Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir="""

<400> 9

Ala Ala Ala Ala Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Ala Ala Ala
1 5 10 15

Ala

<210> 10

<211> 17

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: Péptido que contiene la secuencia genérica de TAT, D-genérica-TAT

<220>

<221> VARIACION
<222> (1)..(4)
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<223> /sustituir="Arg”

<220>

<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223> Descripcién de la secuencia: Proteina de fusién inhibidora de JNK, L-TAT-IB1

/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir=""Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir=""

VARIACION
(14)..(17)

/sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="“His”
/sustituir="Ile”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="“Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir=""Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir="""

10

1

Ala

11

35

PRT
Desconocido

ES 2319454 T3

Ala Ala Ala Ala Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys Lys Arg Ala Ala Ala
S 10

15
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ES 2319454 T3
<400> 11

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Asp Thr Tyr Arg
1 S 10 15

Pro Lys Arg Pro Thr Thr Leu Asn Leu Phe Pro Gln Val Pro Arg Ser

20 25 30
Gln Asp Thr
35
<210> 12
<211> 33
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: Proteina de fusion inhibidora de INK, L-TAT-1B2

<400> 12

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Glu Glu Pro His
1 5 10 15

Lys His Arqg Pro Thr Thr Leu Arg Leu Thr Thr Leu Gly Ala Gln Asp
20 25 30

Ser
<210> 13
<211> 42
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcioén de la secuencia: Proteina de fusién inhibidora de JNK, L-TAT-IB (genérica) (XXXXXXXRKK
RRQRRRXXXXXXXXRPTTLXLXXXXXXX-QDS/TX)

<220>

<221> VARIACION
<222> (1)..(7)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
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<220>

<221>
<222>

/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir=""

VARIACION
(17)..(24)

<223> /sustituir="Arg”

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Ile”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="“Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="“Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir=""Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir="""

VARIACION
(30)..(30)

/sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir=“Met”
/sustituir="“Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="“Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir=""’

VARIACION
(32)..(38)

/sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”

/sustituir="Leu”

ES 2319454 T3
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/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”

/sustituir="Ser”

/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”

/sustituir="Val”

/sustituir="Xaa”
/sustituir=""

<220>

<221> VARIACION
<222> (41)..(41)
<223> /sustituir="“Thr”

<220>

<221> VARIACION
<222> (42)..(42)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir=""

<400> 13

ES 2319454 T3

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Rla

1

)

Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
10 15

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Arg Pro Thr Thr lLeu Ala Leu Ala

25 30

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gln Asp Ser Ala

35

<210> 14
<211> 35
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

40

<223> Descripcién de la secuencia: Proteina de fusién inhibidora de INK, D-TAT-IB1

11
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ES 2319454 T3

<400> 14

Thr Asp Gln Ser Arg Pro Val Gln Pro Phe Leu Asn Leu Thr Thr Pro
1 5 10 15

Arg Lys Pro Arg Tyr Thr Asp Pro Pro Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys
20 25 30

Lys Arg Gly
35

<210> 15

<211> 33

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: Proteina de fusion inhibidora de JNK, D-TAT-IB2

<400> 15

Ser Asp Gln Ala Gly Leu Thr Thr Leu Arg Leu Thr Thr Pro Arg His
1 5 10 15

Lys His Pro Glu Glu Pro Pro Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys Lys Arg
20 25 30

Gly

<210> 16
<211> 42
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: Proteina de fusién inhibidora de JNK, D-TAT-IB (genérica) (XT/SDQXXXXX
XXLXLTTPRXXXXXXXXRRRQRRKKRXXXXXXX)

<220>

<221> VARIACION
<222> (1)..(1)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="“Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
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/sustituir=""Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir="""

<220>

<221> VARIACION
<222> (2)..(2)
<223> /sustituir="Ser”

<220>

<221> VARIACION
<222> (5)..(11)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="“"Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="“GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="“Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="“Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir=""Xaa”
/sustituir=""’

<220>

<221> VARIACION
<222> (13)..(13)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="“Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa’
/sustituir="""

s

<220>

<221> VARIACION
<222> (19)..(26)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”

ES 2319454 T3

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>

<221>
<222>
<223>

/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir=“Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir=""

VARIACION
(36)..(92)

/sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="“Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Ile”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="“Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="“Tyr”
/sustituir=""Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir="""

<400> 16

ES 2319454 T3

Ala Thr Asp Gln Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Leu Ala Leu Thr Thr

1

Pro Arg Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Arg Arg Arg G
3

10

25

Lys Lys Arg Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
35

<210> 17
<211>29

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

40

<223> Descripcién de la secuencia: JBD de IB1, IB1-largo

14

15

1In Arg Arg
0
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<400> 17

Pro Gly Thr Gly Cys Gly Asp Thr Tyr Arg Pro Lys Arg Pro Thr Thr
1 5 10 15

Leu Asn Leu Phe Pro Gln Val Pro Arg Ser Gln Asp Thr
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20

<210> 18
<211>27

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

25

<223> Descripcién de la secuencia: JBD de IB2, IB2-largo

<400> 18

Ile Pro Ser Pro Ser Val Glu Glu Pro Ris Lys His Arg Pro Thr Thr
5

1

10

Leu Arg Leu Thr Thr Leu Gly Ala Gln Asp Ser
5

20

<210> 19
<211>29
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

2

<223> Descripcién de la secuencia: JBD de c-Jun, c-Jun

<400> 19

Gly Ala Tyr Gly Tyr Ser Asn Pro Lys
1 5

lLeu Asn Leu Ala Asp Pro Val Gly Asn Leu Lys Pro His

20

<210> 20
<211>29
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

10

25

<223> Descripcién de la secuencia: JBD de ATF2, ATF2

<400> 20

Thr Asn Glu Asp His Leu Ala Val His Lys His Lys His Glu Met Thr

1

Leu Lys Phe Gly Pro Ala Arg Asn Asp Serx Val Ile val
20 25

5

10

15

15

Ile Leu Lys Gln Ser Met Thr

15

15
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ES 2319454 T3

<210> 21

<211> 20

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: Péptido inhibidor de JNK, L-JBD20

<400> 21

Arg Pro Lys Arg Pro Thr Thr Leu Asn Leu Phe Pro Gln Val Pro Arg
1 5 10 15

Ser Gln Asp Thr
20

<210> 22

<211> 20

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: Péptido inhibidor de JNK, D-JBD20

<400> 22

Thr Asp Gln Ser Arg Pro Val Gln Pro Phe Leu Asn Leu Thr Thr Pro
1 S 10 15

Arg Lys Pro Arg
20

<210> 23

<211> 32

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcién de la secuencia: Proteina de fusién inhibidora de JNK, L-TAT-JNKI1 (es decir, L-TAT-JBD20)

<400> 23

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Arg Pro Lys Arg
1 5 10 15

Pro Thr Thr Leu Asn Leu Phe Pro Gln Val Prc Arg Ser Gln Asp Thr
20 25 30
<210> 24
<211> 32
<212> PRT

<213> Desconocido

16
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<220>

<223> Descripcion de la secuencia: Proteina de fusion inhibidora de JNK, D-TAT-JNKI1 (es decir, D-TAT-JBD20)

<400> 24

ES 2319454 T3

Thr Asp Gln Ser Arg Pro Val Gln Pro Phe Leu Asn Leu Thr Thr Pro

1

Arg Lys Pro Arg Pro Pro Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys L
25 3

<210> 25
<211> 34
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcién de la secuencia: Proteina de fusion inhibidora de JNK, L-TAT-JNKI1 (genérica) (XXXXRKK
RRQRRRXXXXRPTTLXLXXXXXXXQDS/T)

<220>

<221> VARIACION
<222> (1)..(4)
<223> /sustituir="Arg”

<220>

<221>
<222>

/sustituir="“Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="“GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="“Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir="""

VARIACION
(14)..(17)

<223> /sustituir="Arg”

/sustituir="Asx”
/sustituir="“Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”

5

17

10

15

y8 Arg Gly
0
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<220>

/sustituir="“Ser”

/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”

/sustituir="“Tyr”

/sustituir="“Val”

/sustituir="Xaa”
/sustituir=""

<221> VARIACION

<222>

(23)..(23)

<223> /sustituir="Arg”

<220>

<221>
<222>

/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir=""Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir=""

VARIACION
(25)..(31)

<223> /sustituir="Arg”

<220>

<221>
<222>
<223>

/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Ile”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="“Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="“Tyr”
/sustituir="“Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir="""

VARIACION
(39)..(39)
/sustituir="“Thr”

ES 2319454 T3
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ES 2319454 T3
<400> 25

Ala Ala Ala Ala Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Ala Ala Ala
1 S 10 15

Ala Arg Pro Thr Thr Leu Ala Leu Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gln
20 25 30

Asp Ser

<210> 26

<211> 34

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcién de la secuencia: Proteina de fusién inhibidora de JNK, D-TAT-JNKI1 (genérica) (S/TDQXXXXX
XXLXLTTPRXXXXRRRQRRKKRXXXX)

<220>

<221> VARIACION
<222> (1)..(1)
<223> /sustituir="“Thr”

<220>

<221> VARIACION
<222> (4)..(10)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="“Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa’
/sustituir=""

s

<220>

<221> VARIACION
<222> (12)..(12)

<223> /sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”

19
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<220>

/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir="Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir=""

<221> VARIACION

<222>

(18)..21)

<223> /sustituir="Arg”

<220>

<221>
<222>
<223>

/sustituir="Asx”
/sustituir="“Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="“Met”
/sustituir="Phe”
/sustituir="“Pro”
/sustituir="Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="“Trp”
/sustituir="Tyr”
/sustituir=""Val”
/sustituir="Xaa”
/sustituir="""

VARIACION
(31)..(39)

/sustituir="Arg”
/sustituir="Asx”
/sustituir="“Cys”
/sustituir="GIx”
/sustituir="Gly”
/sustituir="His”
/sustituir="Tle”
/sustituir="Leu”
/sustituir="Lys”
/sustituir="“Met”
/sustituir="“Phe”
/sustituir="Pro”
/sustituir="“Ser”
/sustituir="Thr”
/sustituir="Trp”
/sustituir="“Tyr”
/sustituir="“Val”
/sustituir=""Xaa”
/sustituir=""

ES 2319454 T3
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ES 2319454 T3
<400> 26

Ser Asp Gln Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Leu Ala Leu Thr Thr Pro
1 5 10 15

Arg Ala Ala Ala Ala Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys Lys Arg Ala Ala
20 25 30

Ala Ala

<210> 27

<211> 20

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: Péptido inhibidor de JNK, L-JBD20-mut

<400> 27

Arg Pro Lys Arg Pro Thr Ala BAla Asn Ala Phe Pro Gln Val Pro Arg
1 5 10 15

Ser Gln Asp Thr
20

<210> 28
<211>20

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: Péptido inhibidor de JNK, D-JBD20-mut

<400> 28

Thr Asp Gln Ser Arg Pro Val Ala Pro Phe Ala Asn Ala Ala Thr Pro
1 5 10 15

Arg Lys Pro Arg
20

<210> 29

<211>21

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: Sonda de doble marcado de AP-1 (véase pagina 45 de la descripcion)

<400> 29

cgcttgatga gtcagecgga a

21

21
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ES 2319454 T3

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: Iniciador “directo” c-Fos por RT-PCR (véase pagina 48 de la descripcion)

<400> 30
gctgacagat acactccaag 20

<210> 31
<211>20

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcién de la secuencia: Icebador “inverso” c-Fos por RT-PCR (véase pagina 48 de la descripcion)
<400> 31
cctagatgat gccggaaaca 20

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de la secuencia: cebador “directo” actina por RT-PCR (véase pagina 48 de la descripcion)

<400> 32
aacggctccg geatgtgcaa 20

<210> 33

<211> 21

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcién de la secuencia: cebador “inverso” actina por RT-PCR (véase pagina 48 de la descripcion)
<400> 33

attgtagaag gtgtggtgec a 21

22
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