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DESCRIPCION
Sustancias y composiciones para potenciar la reparacién de ADN y procedimientos de uso
Antecedentes de la invencién

Las células estan continuamente expuestas a factores, tales como especies reactivas intracelulares y agentes
ambientales, que son capaces de causar dafios en el AND. Las consecuencias potencialmente mutagénicas del
dafio en el ADN se minimizan mediante las vias de reparacion del ADN, que estan ampliamente caracterizadas en
tres formas: la reparacidon por escision de base (BER), la reparacion de apareamientos erréneos (MMR), y la
reparacion por escision de nucleétidos (NER) (Wood et al, Science, 291: 1284 - 1289 (2001)). Las deficiencias en la
reparacion de dafos en el ADN subyacen a la patogenia del cancer, asi como muchos trastornos genéticos, como el
xeroderma pigmentoso, el sindrome de Cockayne y la ataxia-telangiectasia

La exposicion a la irradiacion de luz ultravioleta (UV) o a mutdgenos quimicos conduce a la acumulacion de ADN
dafiado, que a su vez, da como resultado mutaciones que contribuyen al desarrollo del cancer. Las células
eucariotas responden a la irradiacion de UV mediante la induccién de la via NER, que identifica y elimina el ADN
dafiado, y mediante la activacion del punto de control de los dafios en el ADN para detener la progresion del ciclo
celular, lo que da tiempo para la accion NER. La NER es la principal via de reparacién del ADN mediante la cual las
células eliminan el dafio en ADN que distorsiona la hélice causado por la irradiacion UV y por los mutagenos
quimicos (Friedberg et al., Reparacion de ADN y mutagénesis, 2 2 edicion, ASM Press, Washington, DC (2006))

La NER es un proceso de varias etapasa que usa mas de 30 proteinas para llevar a cabo las distintas etapas de
reconocimiento del dafios en el ADN, incision de los exremos 5 'y 3' de la lesién para eliminar el ADN dafiado,
rellenado del hueco con la ADN polimerasa, y la unién del ADN recién sintetizado en el ADN parental a través de la
actividad de la ligasa de ADN (véase, por ejemplo, Friedberg et al., DNA Repair and Mutagenesis, 2nd Edition, ASM
Press, Washington, D.C. (2006); Sancar, Annu. Rev. Biochem., 65: 43 - 81 (1996)). La NER esta compuesta por dos
vias distintas especificidades de hebra del ADN: la via de reparacion acoplada a la trascripcion (TCR) que elimina
las lesiones de las hebras del ADN transcrito por la ARN polimerasa Il, y la via de reparacién gendmica global
(GGR), que repara los dafios en la hebra no transcrita de los genes expresados, asi como de la cromatina inactiva
(revisado en Hanawalt, Oncogene, 21: 8949 - 8956 (2002)). El proceso NER ha sido ampliamente estudiado, y los
componentes esenciales para realizar las reacciones de escisién y reparacién se han definido mediante
reconstitucion in vitro utilizando proteinas recombinantes y los moldes del ADN dafiado (Aboussekhra et al., Cell, 80:
859 - 868 (1995); Araujo et al., Genes Dev., 14: 349 - 359 (2000); Mu et al., J. Biol. Chem., 271: 8285 - 8294 (1996);
Mu et al., J. Biol. Chem., 270: 2415 - 2418(1995)).

Factores de la NER implicados en la ruta GGR de reconocmiento de dafios en el ADN incluyen XPA-RPA, XPC-
HR23B, y las proteinas heterodiméricas de union al ADN especificas del dafio, que consisten en las subunidades
DDB1 (p127) y DDB2 (p48). Entre estos sensores del dafio en el ADN, DDB1- DDB2 heterodiméricas exhiben la
mayor afinidad (actividad designada UV-DDB) para dimeros de pirimidina ciclobutano inducidos por UV (CPDS) y 6-
4 fotoproductos (6-4PP) (Batty et al.,, J. Mol.. Biol, 300: 275 - 290 (2000)). Las mutaciones en DDB2 son
responsables de los casos del grupo E de complementacién DE xeroderma pigmentoso (XP-E), que se caracterizan
por defectos en la eliminaciéon mediada por GGR del ADN dafiado y la predisposicion al cancer de piel (Wittschieben
and Wood, DNA Repair (Amst), 2: 1065 - 1069 (2003). Después de la irradiacion UV, DDB1 y DDB2 SE acumulan
inmediatamente sobre el ADN dafiado y posteriormente se ubiquitinan y degradan por la accion de la ubiquitina
ligasa CUL4A (Chen et al., Mol. Cell 22: 489 - 499 (2006); Fitch et al., DNA Repair (Amst), 2: 819 - 826 (2003);
Groisman et al., Cell, 113: 357 - 367 (2003); Rapic-Otrin et al., Nucleic Acids Res., 30: 2588 - 2598 (2002)). CUL4A
también es responsable de la renovacion de DDB2 en condiciones de crecimiento normales (Chen et al., J. Biol..
Chem, 276: 48175 - 48182 (2001); Nag et al., Mol. Cell Biol., 21: 6738 - 6747 (2001), lo que conduce a una
disminucion global de la actividad de UV-DDB (Chen et al., J. Biol.. Chem, 276:)). 48175 - 48182 (2001)).

Las funciones de ubiquitina ligasa CUL4A como componente de un complejo multimérico en el que el extremo C de
CULA4A interacciona con la proteina de dedo de ANILLO Rbx1 / ROC1 / HRT1 (denominada en lo sucesivo Rbx1)
para reclutar la enzima de conjugacion de ubiquitina E2, y el extremo N de CUL4A interacciona con DDB1. A su
vez, DDB1 actia como un adaptador, que se une DDB1, factores asociados con CUL4A (DCAF), que sirven como
receptores de sustrato especificos (Angers et al., Nature, 443: 590 - 593 (2006); He et al., Genes Dev., 20: 2949 -
2954 (2006); Higa et al., Nat Cell Biol., 8: 1277 - 1283 (2006); Jin et al., Mol. Cell 23: 709 - 721 (2006); Lee and
Zhou, Mol. Cell 26: 775 - 780 (2007)). CUL4B, el otro miembro de la familia CUL4, tiene una amplia homologia de
secuencia con CUL4A y comparte algunas funciones redundantes con CUL4A, incluyendo el mantenimiento del
crecimiento celular y la participacion de la ubiquitinacion de ciertos objetivos de CUL4 (Higa et al., Nat.Cell Biol., 5:
1008 - 1015 (2003); Hu et al., Nat. Cell Biol., 6: 1003 - 1009 (2004)). CUL4B que contiene complejos de ubiquitina
ligasa tienen algunas caracteristicas Unicas, tales como la capacidad de degradar los receptores de hormonas
esteroides sexuales (Ohtake et al., Nature, 446: 562 - 566 (2007)). Ademas, se han identificado las mutaciones
CUL4B como los defectos genéticos causales subyacentes al retraso mental ligado al cromosoma X (Tarpey et al.,
Am. J. Hum.Genet, 80:. 345 - 352 (2007); Zou et al., Am. J. Hum. Genet., 80: 561 - 566 (2007)).

Hasta la fecha, la mayoria de las terapias contra el cancer que se dirigen a las vias de reparacion del ADN son
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sustancias que inhiben la reparacién del ADN en las células cancerosas con el fin de mejorar los efectos de las
quimioterapias y radioterapias que dafian el ADN (Kelley and Fishel. Anticancer Agents Med. Chem., 8(4): 417 - 25
(2008)).

Comparativamente se han realizado menos intentos para mejorar o acelerar la reparacion de ADN a fin de reducir
las consecuencias del dafio de ADN después de que se ha producido con el fin de prevenir o tratar la enfermedad,
aunque las composiciones que comprenden endonucleasa T4 V se han analizado como una terapia potencial para el
cancer de piel (Cafardi y Elmets. Expert Opin. Biol. Ther., 8(6): 829 - 38 (2008)).

Por lo tanto, existe la necesidad de composiciones y métodos para mejorar la reparacion del ADN en células y en
animales. La presente invencion proporciona tales composiciones y procedimientos, que pueden ser Utiles para la
prevencioén o tratamiento de enfermedades asociadas con dafios en el DNA

Breve sumario de la invencién

La presente invencion se refiere al uso de una sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A en un animal para
la preparacion de un medicamento para prevenir o tratar una afeccién asociada con dafios en el ADN en un animal,
en el que la sustancia esta seleccionada del grupo que consiste en un polipéptido que comprende un fragmento de
la region N-terminal de CUL4A o un analogo, homologo, derivado del mismo que funciona de manera similar a la
regiéon N-terminal de CUL4A, un ARN de interferencia pequefio (ARNsi), un ARN de horquilla corta (ARNsh) de
CUL4A, un oligonucledtido antisentido de CUL4A, un aptamero de CUL4A, y una ribozima de CUL4A, y en el que el
medicamento es para ser administrado a un animal para provocar un aumento en la actividad de reparacion por
escisién de nucleétidos con el fin de prevenir o tratar una afeccion asociada con el dafios en el ADN en el animal.

En el presente documento se divulga un procedimiento para prevenir o tratar una afeccion asociada con dafios en el
ADN en un animal, procedimiento que comprende administrar a un animal que lo necesite una cantidad eficaz de
una sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A, de modo que se previene o trara una afeccién asociada con
dafios en el ADN en el animal.

En el presente documento también se divulga un procedimiento para prevenir o tratar una afeccién asociada con
dafos en el ADN en un animal, procedimiento que comprende administrar a un animal que lo necesite una cantidad
eficaz de una sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A, en el que la sustancia que interfiere con la
actividad de CUL4A produce un incremento de la actividad de reparacién del ADN por escision de nucleoétidos, de
modo que se previene o trata una afeccion asociada con dafios en el ADN en el animal.

También se divulga una sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A en un animal, asi como una composicion
gue comprende una sustancia de este tipo y un vehiculo para el mismo. Dicha sustancia puede potenciar la actividad
de reparacion por escision de nucleétidos en un animal.

También se divulga un procedimiento de identificacién de una sustancia que modula la actividad de ubiquitina ligasa
CUL4A, procedimiento que comprende (a) combinar un polipéptido CUL4A, una proteina polipeptidica 1 de union al
ADN dafiado, y una sustancia de ensayo, en condiciones que favorecen la formacion de un complejo de CUL4A
DDB1, (b) medir la cantidad de complejo-CUL4A DDB1 formada en las condiciones de (a), y (c) comparar la
cantidad de complejo formado CUL4A-DDB1 como se mide en (b) en presencia de un sustancia de ensayo en la
cantidad de complejo-CUL4A DDB1 formado segun se mide en (b) en ausencia de una sustancia de ensayo, con lo
gue una diferencia es indicativa de la capacidad de la sustancia de ensayo para modular la actividad de ubiquitina
ligasa CUL4A. Tal modulador identificado puede ser una sustancia que interfiere con la actividad de ubiquitina
ligasa CUL4A.

Breve descripcién de las figuras

La FIG. 1A es un conjunto de diagramas del locus genémico Cul4a murino antes y después de apuntar al casete
LoxP. La FIG. 1B es un conjunto de transferencias de TIPO Southern que comparan el locus de CUL4A en
células madre embrionarias silvestres y heterocigotas FLOXED f/+). La FIG. 1C es un conjunto de geles de
agarosa que representa CUL4A en la PCR de ADN amplificado de cola de ratones salvajes (+ / +), floxed
homocigotos (f / f), y heterocigotos (f / +) (parte superior) y los alelos de de CUL4A (A), y recombinado (null). La
FIG. 1D es un conjunto de transferencias de TIPO Western CUL4A, CUL4A(A), y los niveles de B-actina en
tejidos u fibrblastos embrionarios (MEF) de ratones salvajes (-/-) y defectivos (-/-).La FIG. 1E es un conjunto de
transferencias de tipo western entre Rbx1 and CUL4A or CUL4A (A)

La FIG.. 2A es un diagrama deL ALELO DEFECTIVO CUL4A por Li et al. (Mol (Mol. Cell Biol., 22: 4997 - 5005
(2002)), lo que indica una deleciéon de parte de Pcid2. La FIG. 2B es un grafico de barras que representa la
expresion del ARNm de Pcid2 evaluada mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real en MEF salvajes
infectados con lentivirus vacio (simulado), lentivirus que codifica un ARN de horquilla corto Pcid2 (Sh-Pcid2-1,
sh-Pcid2-2), o sh-Pcid2 mezclado. La FIG. 2C es un grafico que representa el crecimiento de MEs tratados como
en la figura. 2B.

La FIG. 3A es un grafico de barras que representa el porcentaje de MEF control (f / f-4a) y defectivos en CUL4A
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(KO-4a) infectados con un lentivirus que codifica GFP vy, (sh) -4b corto en horquilla o (scm)-4b mezclado, en el
punto de tiempo indicado, tal como se determina por FACS. LA FIG. 3B es un gréafico de barras que representa la
incorporacion de BrdU en los MEF descritos en la figura. 3A, como determina contando células BrdU" en los
campos microscopicos

La FIG. 4A es un conjunto de transferencias de tipo Western que representan CUL4A, DDB2, p21, y los niveles
de B-actina en piel control (f / f) y defectiva en CUL4A (- / -). La FIG. 4B es un conjunto de transferencias de tipo
Western que representan CUL4B, CUL4A, DDB2, p21, XPC, y los niveles de B-actina en MEF tratados con el
lentivirus indicado. La FIG. 4C incluye autorradiogramas que indican niveles DE DDB2 por analisis pulso y caza y
un gréfico de lineas que cuantifica la renovacién de DDB2. La FIG. 4D incluye autorradiogramas que indican los
niveles de p21 mediante analisis de pulso y caza y un grafico de lineas que cuantifica la renovacién de p21 .La
FIG. 4E es un conjunto de transferencias de tipo Western que indican los niveles de XPC, XPC ubiquitinada
(XPC~Uby), CUL4A, y la histona 3 (H3) en los extractos de la cromatina de las células HCT116 irradiadas con UV
tratados con el lentivirus indicado.

Las FIGS. 5A-C incluye graficos de barras que cuantifican los niveles de ARNm de Ddb2 (A), p21 (B), and Xpc
(C) segun lo determinado por RT-PCR cuantitativa en tiempo real en Culdaff(1), Culdbkd (2), Culda-- (3), and
Culda--; Culdbwad (4) y gréficos de barras de la cuantificacion de los niveles proteicos de DDB2 (A), p21 (B), y
XPC (C) determinado por las transferencias de tipo Western, en el que los nimeros de las columnas
corresponden a los nimeros de carril en la figura. 4B.

La FIG. 6 es un conjunto de transferencias DE TIPO Western que representan las interacciones entre p21 y
componentes del complejo CUL4A -DDB1 ubiquitina ligasa en inmunoprecipitados de células 293T transfectadas
con los plasmidos indicados.

La FIG. 7A es una imagen de un ensayo de DESPLAZAMIRNTO de movilidad electroforética de la actividad UV-
DDB en MEF control (Cul4af’f) y defectivos (Cul4a'/'). La etiqueta "B" indica el complejo DDB-ADN. La FIG. 7B es
un conjunto de graficos de lineas que representan la reparacion de dimeros de ciclobutano pirimidina (CPD)
inducidos por UV y 6-4 fotoproductos (6-4PP) en MEF tratados con el lentivirus indicado. La FIG. 7C es un
gréafico de lineas que representa la sintesis de ADN en MEF sincronizados de los genotipos indicados tras la
irradiacion con UV. La FIG. 7D es un grafico de lineas que representa la reparacion de los CPD inducidos por UV
en MEF de los genotipos indicados. La FIG. 7E incluye imagenes de microndcleos en MEF de los genotipos
indicados tras irradiacion con UV y un gréafico que cuantifica la microntcleos.

La FIG. 8 es un conjunto de histogramas que reflejan el contenido de ADN en los MEF del genotipo indicado
irradiados o no con UV tal como se determina por citometria de flujo.

La FIG 9A es una curva de Kaplan-Meier de la aparicion de carcinomas de células escamosas (SCC) en ratones
control (Cul4af’f) y defectivos en Culda (Cul4af’f; K14-Cre ERTAM) después de la exposicién UV cronica. La FIG.
9B es una imagen de un ratén vehiculo de un SCC. Las FIGS. . 9C y 9D son imagenes de secciones de SCC
tefiidas con hematoxilina y eosina. Las FIGS. 9E and 9F son imagenes de las secciones de SCC inmunotefiidos
con el marcador epidérmico basal p63 y DAPI. La morfometria representada en las FIGS. 9C y 9D y el patrén de

inmunotincion p63 representado en las FIGS. 9E y 9F indican que el tumor es SCC tipico.

Las FIGS. 10A y 10B son diagramas que describen un posible papel de CUL4A en el establecimiento de un
umbral para la reparacién del ADN y la supresion tumoral. CUL4A suprime coordinadamente la TNE y las vias de
cimprobacion de dafios en el ADN G1/ S a través de la degradacion selectiva de DDB2 y p21, respectivamente.
La delecion den CUL4A en las células eleva la respuesta de la capacidad de NER y de dafios en el AND de
G1S/ADM.

La FIG. 11 es un grafico de lineas que representa la reparacion de los CPD inducidos por UV en las células
HCT116 infectadas con un adenovirus de control o un adenovirus que codifica un fragmento CUL4 dominante
negativo (DN:

La FIG. .es un diagrama que representa la cinta de interfaz de interacciéon DDB1-CUL4A, en el que los 8 residuos
en la region de B-hélice DDB1-BPB (es decir, A400, 1402, L404, V443, E537, W561, 1587, y R589) que hacen
contacto directo con CUL4A se indican

Higo. 13 es un diagrama esquematico de la pantalla (AlphaScreen Platform ™, adaptado de PerkinElmer) para
identificar sustancias capaces de modular la interaccion entre CUL4A y DDBL1.

FIG. Higo. 14 es un diagrama esquematico de la pantalla de la biblioteca de presentacion en fagos para
identificar moduladores peptidicos de la interaccién entre CUL4A y DDB1.

Descripcion detallada de la invenciéon
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La invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que el complejo la DDB1-CUL4A ubiquitina ligasa
es una diana celular importante para la prevencién e intervencioén en la enfermedad.

En el presente documento se divulga un procedimiento para prevenir o tratar una afeccion asociada con dafios en el
ADN en un animal, procedimiento que comprende administrar a un animal que lo necesite una cantidad eficaz de
una sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A, de modo que se previene o trata una afeccién asociada con
danos en el ADN en el animal.

Los términos "prevencion o tratamiento”, "tratar", "tratamiento”, "terapia” y "tratamiento terapéutico” como se usan en
el presente documento se refieren a terapia curativa, terapia profilactica o la terapia preventiva. Un ejemplo de
"terapia preventiva" es la prevencion o disminucién de la probabilidad de adquirir una enfermedad especifica (por
ejemplo, cancer u otra enfermedad proliferativa) o afeccion relacionada con el mismo.Los que estan en necesidad de
tratamiento incluyen aquellos animales que ya padecen la enfermedad o afeccion, asi como los animales propensos
a sufrir la enfermedad o afeccién que debe prevenirse .Los términos "tratar", "tratamiento", "terapia” y "tratamiento
terapéutico" como se usa en el presente documento también describen la manipulacién y el cuidado de un animal
con el fin de combatir una enfermedad o afeccion relacionada, e incluye la administracion de una composicién para
aliviar los sintomas, efectos secundarios, u otras complicaciones de la enfermedad o afeccion. El animal puede ser
cualquier animal, pero Preferentemente es un mamifero .En una realizacion de la invencion, el mamifero es un ratén
u otro mamifero experimental. En otra realizacién, el mamifero es un ser humano.

La expresién "dafnos en el ADN" es conocida por los expertos en la materia y hace referencia a cualquier alteracion
en una molécula de ADN con respecto a su estado nativo. Ejemplos de dafios en el ADN incluyen, entre otros,
apareamiento erréneos de bases, alteraciones esponténeas en la quimica de las bases del ADN (por ejemplo,
desplazamientos tautoméricos y desaminacion), pérdida de bases (es decir, la despurinizacién y despirimidinacién),
lesiones inducodas por radicales de oxigeno y radiacién ionizante (por ejemplo, dafios en la timina debido al ataque
de C-5 = C-6 dobles enlaces y roturas en la hebra de ADN ), lesiones inducidas por la radiacién UV (por ejemplo,
fotoproductos dimeros de pirimidina ciclobutano y pirimidina-pirimidona (6-4)) y lesiones inducidas por sustancias
quimicas (por ejemplo, alquilaciéon y entrecruzamientos inter o intra-hebras) (Friedberg y Siede, Reparacion de ADN
y mutagénesis, ASM Press, Washington, DC (1995)).

Las expresiones "afeccion asociada con dafios en el ADN o "enfermedad asociada con dafos en el ADN" se refieren
a cualquier afeccion o enfermedad en la que los dafios en el ADN es un factor causal o contribuyente. En una
realizacién, la afeccion asociada con dafios en el ADN es el cancer. El cancer puede ser el resultado de un tumor
generalmente se encuentra en los seres humanos u otros mamiferos o un tumor que surge como resultado de la
inoculacion, tal como en los mamiferos experimentales. Los tumores, como es sabido, incluyen una masa anormal
de tejido que resulta de la division celular descontrolada y progresiva, y también se conoce tipicamente como
"neoplasia”. En seres humanos se encuentran muchos tipos de céncery otras afecciones animales, y no hay
intencién de limitar la aplicacién de los procedimientos de la invencién a cualquier tipo o variedad de cancer en
particular. Los procedimientos de la invencién son Utiles para las células tumorales y las células estromales
asociadas, tumores solidos y tumores asociados con los tejidos blandos, tales como, sarcoma de tejidos blandos,
por ejemplo, en un ser humano. El tumor o cancer pueden localizarse en la piel (por ejemplo, melanoma), la cavidad
oral, la faringe, el sistema respiratorio, el sistema digestivo, los huesos, las articulaciones (por ejemplo, metéstasis
Osea),los tejidos blandos, las mamas, el sistema genital, el sistema urinario, los ojos, la érbita, el cerebro (por
ejemplo, glioma), el sistema nervioso central o el sistema endocrino (por ejemplo, el tiroides), y no es
necesariamente el tumor o cancer primario. Los tejidos asociados con la cavidad oral incluyen, entre otros, la lengua
y los tejidos de la boca. El cancer puede surgir en tejidos del sistema digestivo, incluyendo, por ejemplo, el eséfago,
el estdbmago, el intestino delgado, el colon, el recto, el ano, el higado, la vesicula biliar y el pancreas. Los canceres
del sistema respiratorio pueden afectar a la laringe, los pulmones y los bronquios, e incluyen, por ejemplo, carcinoma
de pulmén amicrocitivo. Los tumores pueden surgir en el cuello uterino, el cuerpo uterino, los ovarios, la vulva, la
vagina, la préstata, los testiculos y el pene, que componen los sistemas genitales masculinos y femeninos, y la
vejiga urinaria, el rifién, la pelvis renal y el uréter, que comprenden el sistema urinario. El tumor o cancer pueden
localizarse en la cabeza y / o cuello (por ejemplo, cancer de laringe y cancer de paratiroides). El tumor o cancer
también se puede localizar en el sistema hematopoyético o el sistema linfoide, e incluyen, por ejemplo, linfoma (por
ejemplo, enfermedad de Hodgkin y el linfoma no Hodgkin), mieloma multiple o leucemia (por ejemplo, leucemia
linfocitica aguda, leucemia linfocitica crénica , leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide cronica, y similares).
Preferentemente, el tumor o el cancer se encuentra en la piel, la cavidad oral, la garganta, los pulmones o el higado.
Mas preferentemente, el tumor o cancer esta localizado en la piel.

En otra realizacién de la invencion, la afeccién asociada con danos en el ADN es una enfermedad hereditaria
humana o un modelo animal experimental de una enfermedad hereditaria humana. Ejemplos de enfermedades
hereditarias humanas que pueden tratarse de acuerdo con los procedimientos proporcionados en el presente
documento incluyen, entre otros, xeroderma pigmentoso, sindrome de Cockayne, ftricotiodistrofia, anemia de
Fanconi, ataxia telangiectasia (sindrome de Louis-Bar) y sindrome de Bloom. Preferentemente, la enfermedad
hereditaria humana es xeroderma pigmentoso.

En ofra realizacion mas de la invencion, la afeccién asociada con dafos en el ADN es el envejecimiento. El
5
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snvejecimiento incluye el proceso natural de envejecimiento en un animal (por ejemplo, un ser humano), asi como
un envejecimiento acelerado que se produce en un animal (por ejemplo, un ser humano) que tiene una mutacion
hereditaria en uno 0 mas genes que regula el proceso de envejecimiento. Una causa principal del proceso de
envejecimiento en animales es el dafio somatico causado por los efectos de las especies reactivas del oxigeno en el
ADN celular. Se sabe que las especies reactivas de oxigeno producen una miriada de lesiones del ADN tales como
modificaciones de bases, roturas en el ADN mono o icatenario y entrecruzamientos entre cadenas (Hasty et al.,,
Science, 299:. 1355-1359 (2003)). De acuerdo con lo anterior, la invencién proporciona procedimientos y
composiciones para mejorar la actividad de reparacion del ADN en un animal, evitando o tratando de este modo el
envejecimiento.

En todavia otra forma de realizacién de la invencion, la afeccion asociada con danos en el ADN es la exposicion
prolongada a la radiacién UV. Como se ha tratado en lo que antecede, es bien sabido que la radiacién UV induce
dimeros de pirimidina ciclobutano y pirimidina-pirimidona (6-4) en el AND como fotoproductos. Otros tipos de dafos
en el ADN causados por la radiacion UV incluyen, sin limitacion, lesiones complejas que afectan a las purinas ( por
ejemplo, dehidrodimero 8,8-adenina), hidratos de pirimidina (por ejemplo, 5,6-dihidro-6-hidroxi-citosina), glicoles de
timina, y roturas de la cadena (Friedberg y Siede, DNA Repair and Mutagenesis,, ASM Press, Washington,
DC.(1995)). Por consiguiente, la invencién también proporciona procedimientos y composiciones para mejorar la
actividad de reparacion del ADN en un animal de modo que se prevenga o trate una afecciéon asociada con la
exposicion prolongada a la radiacion UV.

En adn otra realizacién de la invencion, la afeccion asociada con dafos en el ADN es la exposicion a un carcinégeno
quimico. Como se ha tratado en lo que antecede, se sabe que los carcinégenos quimicos causan diversas lesiones
en el ADN, incluyendo, sin limitacion, alquilacion, reticulaciones inter o intra-hebras y la formacién de aductos. Un
experto en la técnica conoce muchos carcindégenos quimicos comunes y esta familiarizado con las bases de datos
que contienen informacién sobre la carcinogenicidad de un producto quimico determinado (por ejemplo, The
Carcinogenic Potency Project mantenido por la University of California-Berkeley y el National Toxicology Program
mantenido por el United States Department of Health and Human Services).Ademas, un experto en la técnica es
consciente de los procedimientos para evaluar la carcinogenicidad de un producto quimico determinado (por
ejemplo, la prueba de Ames). Por consiguiente, la invencion también proporciona procedimientos y composiciones
para mejorar la actividad de reparacion del ADN en un animal, de modo que se previene o trata una afeccién
asociada con la exposicion prolongada a un carcindégeno quimico. En una realizacién, el agente carcinégeno quimico
es el humo del tabaco. En otra realizacion, el agente carcinégeno quimico es la aflatoxina.

La invencion también abarca composiciones y procedimientos para mejorar la actividad de reparacién del ADN en un
animal que ha sido expuesto a quimioterapia o radioterapia. Aunque el objetivo principal de la quimioterapia o la
radioterapia es inducir dafos en el ADN de las células cancerosas para detener su crecimiento y producir a muerte
celular o, puede ser deseable mejorar simultaneamente la reparacion del ADN en células no cancerosas en el
animal expuesto a lquimioterapia o radioterapia. Un experto conoce productos quimicos quimioterapéuticos que
inducen dafos en el ADN. Ejemplos de tales productos quimicos incluyen, sin limitacion, derivados de platino (por
ejemplo, cisplatino, carboplatino, y oxaliplatino), mostazas de nitrdgeno (por ejemplo, mecloretamina, ciclofosfamida
y clorambucilo) y nitrosoureas (por ejemplo, carmustina, lomustina y etilnitrosourea).

Por "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se quiere decir una cantidad que alivia (hasta cierto punto,
segun un médico experto) uno o0 mas sintomas de la enfermedad o afeccion en un animal. Ademas, por "cantidad
eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se quiere decir una cantidad que devuelve a la normalidad, ya sea
parcial o completamente, los parametros fisiol6gicos o bioquimicos asociados con o causantes de una enfermedad o
afeccion. Un médico experto en la técnica puede determinar la cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion
para tratar o prevenir un estado de enfermedad o trastorno particular cuando se administra. La cantidad exacta de la
composicién requerida para ser terapéuticamente eficaz dependera de numerosos factores, por ejemplo, la actividad
especifica de la sustancia activa, el dispositivo de administracion empleado, las caracteristicas fisicas de la
sustancia, la finalidad de la administracion, ademéas de muchas consideraciones especificas relacionadas con el
paciente. La determinacién de la cantidad de una composicion que debe administrarse para que sea una cantidad
eficaz o una cantidad terapéuticamente eficaz es de rutina en la técnica y dentro de la habilidad de un médico
experto en la materia.

Por "administracion" o "administrado” se quiere decir que la sustancia se administra a un animal que lo necesite. La
via de administracién puede ser topica, oral, intranasal, parenteral, enteral, rectal u ocular. En una realizacion
preferida de la invencion, la sustancia se administra por via tépica.

La invencioén proporciona el uso de una sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A. Tal como se utiliza en el
presente documento, los términos "sustancia", "compuestos", y "agente terapéutico" se refieren a un compuesto
quimico, una mezcla de compuestos quimicos, una macromolécula biolégica o un extracto hecho de materiales
biol6gicos tales como bacterias, plantas, hongos, o células animales (especialmente mamiferos) o tejidos que se
sospecha que tienen propiedades terapéuticas. La sustancia, compuesto o agente terapéutico puede estar
purificada, sustancialmente purificada o parcialmente purificada.

En una realizacion, la sustancia es un polinucleétido. Los términos "polinucle6tido” y "acido nucleico" tal como se
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utiliza en el presente documento se refieren a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, ya sea
ribonucleétidos (ARN) o desoxirribonucleétidos (ADN). Estos términos se refieren a la estructura primaria de la
molécula y, por lo tanto, incluyen ADN mono y bicatenario, y ARN mono y bicatenario. Los términos incluyen, como
equivalentes, analogos de ARN o ADN hechos de analogos de nucleétidos y polinucleétidos modificados tales como,
entre otros, polinucleétidos metilados y / o protegidos en su extremo. Analogos de nucledtidos adecuados son bien
conocidos en la técnica y se describen en, por ejemplo, la patente de EE.UU. 6,107,094 y las referencias en la
misma.

El término "nucledtido” tal como se utiliza en el presente documento se refiere a una unidad monomérica de un
polinucleétido que consta de una base heterociclica, un azucar, y uno o mas grupos fosfato. Las bases de origen
natural (guanina, (G), adenina (A), citosina, (C), timina, (T) y uracilo (U)) son tipicamente derivados de purina o
pirimidina, aunque se debe entender que también estan incluidos los andlogos de bases tanto de origen natural
como no natural. El azlcar natural es la desoxirribosa pentosa (azlUcar de cinco carbonos) (que forma ADN) o ribosa
(que forma ARN), aunque se debe entender que también estan incluidos los analogos de azucar tanto de origen
natural como no natural. Los acidos nucleicos estan tipicamente unids a través de enlaces de fosfato para formar
acidos nucleicos o polinucleotidos, aunque en la técnica se conocen muchas otras uniones (por ejemplo,
fosforotioatos, boranofosfatos y similares). Los procedimientos de preparacion de polinucleétidos estan dentro de la
experiencia ordinaria en la técnica (Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Nueva York (2001)).

El polinucleétido es una molécula de acido nucleico inhibidora, seleccionado de un ARN de interferencia pequeio
(ARNSsi), un ARN de horquilla corta (ARNsh), un oligonucleétido antisentido, un aptamero, o una ribozima. En una
realizacién preferida, el polinucleétido es un siARN o una molécula de ARNsh.

Un "ARN de interferencia pequefio" o "ARN de interferencia corto" o "siARN" o "ARN de horquilla corta" o "ARNhc"
es una molécula de ARN de doble cadena que es complementaria a una secuencia de acido nucleico diana, por
ejemplo, CUL4AARNmM, y que es capaz de participar en la degradacion del acido nucleico especifico de la diana.
Una molécula de ARN de doble cadena esta formada por el apareamiento complementario entre una primera
porcién de ARN y una segunda porcion de ARN. La longitud de cada porcién generalmente es de menos de 30
nucleétidos (por ejemplo, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, o 10 nucledtidos).
En algunas realizaciones, la longitud de cada porcion de ARNsi o ARNsh es de 19 a 25 nucleétidos. En algunas
moléculas de ARNSsi, las porciones primera y segunda complementarias de la molécula de ARN son los "ejes" de
una estructura de horquilla, generando de ese modo una molécula de ARNsh. Las dos partes pueden estar unidos
por una secuencia de unién, que puede formar el "bucle" en la estructura de horquilla. La secuencia de union puede
variar de longitud. En algunas realizaciones, la secuencia de unién puede tener 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 0 13
nucleétidos de longitud. Una secuencia de unidén representativa es 5-TTCAGAAGG-3 ', pero se puede usar
cualquiera de un numero de secuencias para unirse a las porciones primera y segunda. Las porciones primera y
segunda son complementarioa pero pueden no ser completamente simétricas, ya que la estructura de horquilla
puede contener nucleétidos que sobresalgan en 3 'o 5' (por ejemplo, un saliente de 1, 2, 3, 4, 0 5 nucle6tidos).

Existen criterios bien establecidos para el disefio de ARNsis o0 ARNshs (véase, por ejemplo, Elbashir et al., Nature,
411: 494-8 (2001); Amarzguioui et al., Biochem.Biophys.Res.. Commun, 316 (4): 1050-8 (2004); Reynolds et al.,
Nat.. Biotech, 22 (3): 326-30 (2004); Brummelkamp et al.,, Science, 296:. 550-553 (2002)). La secuencia de
cualquier candidato a ARNsi o a ARNsh generalmente se comprueba para determinar la posibilidad de reactividad
cruzada con otras secuencias de &cido nucleico utilizando un programa adecuado para alinear el ARNsi o ARNsh
con las secuencias de acido nucleico contenidas en una base de datos gendmica tales como GenBank o Ensembl.
Por lo general, se generara una serie de ARNsis o0 ARNshs y se cribaran con el fin de comparar sus eficacias.

El ARNsi o ARNsh de la invencién pueden generarse mediante cualquier procedimiento incluyendo, entre otros,
transcripcion in vitro, produccion recombinante en una célula huésped, o medios quimicos sintéticos. En una
realizacién, el ARNsi o ARNsh se genera mediante transcripciéon in vitro e un molde olgonucleotidico de ADN
utilizando una enzima recombinante, tal como la ARN polimerasa de T7. En otra realizacién, el ARNsi o ARNsh se
prepara de forma recombinante en células cultivadas, que pueden ser procariotaS o eucariotaS. Los procedimientos
de preparacion de ARNsi y ARNsh son bien conocidos para un experto en la materia (véase, por ejemplo, . Elbashir
et al. Nature, 411: 494-8 (2001); Brummelkamp et al., Science, 296:. 550-553 (2002); y Lee et al., Nat.Biotech, 20:.
500-5 (2002)).

Un "aptamero” o "ligando de &cido nucleico" o "anticuerpo de &cido nucleico" tal como se utiliza en el presente
documento, se refiere a un acido nucleico de origen no natural que tiene una accion deseable sobre una diana (por
ejemplo, CUL4A). Las acciones deseables incluyen, entre otras, la uniéon de la diana, cambiar cataliticamente la
diana, reaccionar con la diana de manera que modifica / altera la diana o la actividad funcional de la diana, la unién
covalente a la diana como en inhibidor del suicidio y facilitar la reaccién entre la diana y otra molécula. En una
realizacién preferida, la accion deseable es la afinidad de union especifica por un complejo que comprende CUL4A,
en el que la union del aptamero, el ligando de acido nucleico o el anticuerpo de acido nucleico se produce a través
de un mecanismo que depende predominantemente del apareamiento de bases de Watson / Crick o la uniéon de
triple hélice.
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Los aptameros incluyen acidos nucleicos que se identifican a partir de una mezcla candidata de acidos nucleicos, en
la que el acido nucleico es un ligando de una diana dado (por ejemplo, CUL4A), mediante el procedimiento que
comprende (a) poner en contacto la mezcla candidata con la diana, en la que los acidos nucleicos que tienen mayor
afinidad por la diana en relacién con la mezcla de candidatos puede extraerse del resto de la mezcla candidata; (b)
separar los acidos nucleicos de mayor afinidad del resto de la mezcla candidata; y (c) amplificar los acidos nucleicos
de mayor afinidad para producir una mezcla enriquecida en ligandos de acidos nucleicos mediante la cual se pueden
identificar ligandos de acido nucleico del compuesto diana. Este procedimiento de identificar aptdmeros candidatos,
conocids como Evolucién Sistematica de Ligandos por enriquecimiento exponencial (SELEX), es bien conocido en la
técnica (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 5.270.163 y 5.475.096).

Un "oligonucleétido antisentido" se refiere a un oligonucledtido que tiene una secuencia de nucledtidos
complementaria a una secuencia de nucleotidos especifica (es decir, la secuencia diana "sentido") y que es capaz
de hibridarse con la secuencia diana (por ejemplo, CUL4AARNmM). Un oligonucleétido antisentido de la invencién
puede comprender ADN, ARN, o mezclas de los mismos. Un oligonucleétido antisentido puede tener un 100% de
complementariedad de secuencia con la secuencia diana o cercana (por ejemplo, 75% o0 mas, 85% o0 mas, 0 95% o
mas). Un oligonucleétido antisentido de la invencion puede funcionar produciendo reduccién en los niveles de ARNm
diana a través de la accidén de una endonucleasa, mediante el bloqueo o la inhibicién de la traduccion del ARNm
diana, o por inhibicién de la transcripcién del gen diana. Un oligonucleétido antisentido de la invencion puede
comprender acidos nucleicos con modificaciones en la base, el azicar y / o los grupos fosfato como se ha descrito
en lo que antecede. Procedimientos para preparar un oligonucleétido antisentido son bien conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, Crooke y Bennett, Annu.Rev.Pharmacol.. Toxicol, 36: 107-129 (1996), y laa patente de EE.UU.
6.107.094).

Una "ribozima" se refiere a una molécula de ARN capaz de catalizar una reaccién quimica, tal como la escision
repetida de otras moléculas de acido nucleico distintas (es decir, que tiene actividad endonucleasa) de una manera
especifica de la secuencia de bases nucleotidicas. Una ribozima tal con actividad endonucleasa puede tener
complementariedad en una regidon de union al sustrato a un gen diana especifico (por ejemplo, CUL4A), y también
tiene una actividad enzimatica que escinde especificamente ARN o ADN en esa diana. Es decir, la ribozima con la
actividad endonucleasa es capaz de escindir intermolecularmente o intramolecularmente ARN o ADN vy, por lo tanto,
inactivar una molécula de ARN o de AND diana .Esta complementariedad funciona permitiendo una hibridacion
suficiente de la ribozima con el ADNo AND diana para que se pueda producir la escisién. El grado de
complementariedad entre una ribozima de la invencién y un ARN o ADN diana puede ser 50% o0 mas, 75% 0 mas,
90% o0 mas, o 95% o mas .Preferentemente, el grado de complementariedad es del 100%. Una ribozima de la
invencion puede comprender acidos nucleicos que estan modificados en la base, el azucar y / o los grupos de
fosfato, como se ha descrito en lo que antecede. Procedimientos para preparar ribozimas son bien conocidos en la
técnica (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 4.987.071 y 6.617.438; Robertson y Joyce, Nature, 344: 467-
468 (1990)).

Los términos "proteina”, "polipéptido" y "péptido" se refieren a un polimero de residuos de aminoacidos. La proteina,
polipéptido o péptido pueden ser de longitud completa o ser un fragmento. El término "fragmento” se refiere a una
porcién mas corta de una proteina de longitud completa de tamario variable desde cuatro restos de aminoacidos a la
secuencia de aminoacidos completa menos un residuo de aminodacido. En ciertas realizaciones de la invencién, un
fragmento se refiere a la secuencia entera de aminoacidos de un dominio de una proteina (por ejemplo, regiéon o-
helicoidal N-terminal de CUL4A o el dominio de B-hélice BPB de DDB1). Las proteinas, polipéptidos, péptidos y
fragmentos de los mismos pueden prepararse mediante sintesis quimica o por tecnologia de ADN recombinante
usando procedimientos dentro de la experiencia ordinaria en la técnica (Benoiton, Chemistry of Peptide Synthesis,
CRC Press, Boca Raton, Florida (2006); Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Nueva York (2001)).

En ciertas realizaciones de la invencion, la sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A es un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEC ID N° 7 o Lla SEC ID N2 18.

La sustancia puede ser un analogo polipeptidico. El término "andlogo" como se usa en el presente documento en
referencia a un polipéptido incluye cualquier polipéptido que tiene una secuencia de residuos de aminoacidos
sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptidica citada en el presente documento, en la que uno o mas
residuos se han sustituido de manera conservadora por un residuo funcionalmente similar y que muestra la actividad
de la secuencia polipeptidica parental como se divulga en el presente documento .Ejemplos de sustituciones
conservadoras incluyen la sustitucion de un residuo no polar tal como isoleucina, valina, leucina o metionina por otro;
la sustitucion de lisina por arginina y viceversa de tal manera que se mantiene una carga positiva; la sustitucién de
acido glutamico por acido aspartico y viceversa de tal manera que se mantiene una carga negativa; la sustitucion de
serina por treonina de tal manera que se mantiene un -OH libre; y la sustitucién de glutamina por asparagina de tal
manera que se mantiene un -NH2 libre.

La sustancia puede ser un "derivado quimico" de un polipéptido. El término "derivado quimico" como se usa en el
presente documento, se refiere a un polipéptido sujeto que tiene uno o mas residuos quimicamente derivatizados
mediante la reaccién de un grupo lateral funcional. Ademas de las derivaciones del grupo lateral, un derivado
quimico puede tener una o mas modificaciones del esqueleto, incluyendo sustituciones a-amino tales como N-metilo,
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N-etilo, N-propilo, y similares, y sustituciones a-carbonilo tales como tioéster, tioamida , guanidina, y similares. Tales
moléculas derivatizadas incluyen, por ejemplo, las moléculas en las que los grupos amino libre se han derivatizados
para formar clorhidratos de amina, grupos p-toluenosulfonilo, grupos carbobenzoxi, grupos t-butiloxicarbonilo, grupos
cloroacetilo o grupos formilo .Los grupos carboxilo libres se pueden derivatizar para formar sales, ésteres metilicos y
etilicos u otros tipos de ésteres, o hidrazidas. Los grupos hidroxilo libres se pueden derivatizar para formar derivados
de O-acilo o de O-alquilo. El nitrogeno imidazol de la histidina puede derivarse para formar N-im-bencilhistidina.
También se incluyen como derivados quimicos los péptidos que contienen uno o méas derivados de aminoacidos de
origen natural de los veinte aminoacidos convencionales. Por ejemplo: la 4-hidroxiprolina se puede sustituir por
prolina; la 5-hidroxilisina se puede sustituir por lisina; la 3-metilhistidina se puede sustituir por histidina; la
homoserina se puede sustituir por serina; y la ornitina se puede sustituir por lisina. Los polipéptidos de la invencion
también incluyen cualquier polipéptido que tiene una o més adiciones y / o deleciones o residuos respecto a la
secuencia de un polipéptido cuya secuencia se cita en el presente documento, siempre y cuando se mantenga la
actividad requerida.

La sustancia puede ser un homdlogo de las secuencias de polinucleétidos y de polipéptidos citados en la presente
memoria. El término "homdlogo", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un polinucleétido o un
polipéptido que comprende una secuencia con una homologia de al menos aproximadamente un 80% con la
secuencia polinucleotidica o polipeptidica correspondiente, preferentemente con una homologia de al menos
aproximadamente un 90% con la secuencia polinucleotidica o polipeptidica correspondiente, incluso mas
preferentemente con una homologia de al menos aproximadamente un 95% con la secuencia polinucleotidica o
polipeptidica correspondiente, incluso mas preferentemente con una homologia de al menos aproximadamente un
99% homdloga con la secuencia polinucleotidica o polipeptidica correspondiente. Por "secuencia polinucleotidica o
polipeptidica correspondiente” se quiere decir, las secuencias que se alinean con la secuencia de una secuencia
polinucleotidica o polipeptidica correspondiente en la que la regiéon de alineacion tiene al menos aproximadamente
10 residuos (es decir, nucleétidos o aminoacidos) de longitud, al menos aproximadamente 15 residuos de longitud,
al menos aproximadamente 20 residuos de longitud, al menos aproximadamente 30 residuos de longitud, al menos
aproximadamente 40 residuos de longitud, al menos aproximadamente 50 residuos de longitud o al menos
aproximadamente 100 residuos de longitud. En la materia d ebiotecnologia se conocen varios procedimientos de
alineacion de secuencia (véase, por ejemplo, Rosenberg, BMC Bioinformatics 6: 278 (2005); Altschul et al, J. FEBS
272 (20):. 5101-5109 (2005)).

La expresién "interfiere con la actividad de" se refiere a la capacidad de una sustancia para inhibir la expresiony / o
actividad de una molécula(s) diana. La inhibicion de la expresion puede producirse en el ARNm o el a nivel de
proteina y puede ser el resultado de la disminucion de la sintesis, el aumento de la degradacion, o ambos. La
inhibicion de la actividad se refiere a una funcion bioquimica o biolégica de la(s) molécula (s) diana. El grado de
inhibicion puede ser parcialmente completa (por ejemplo, 10% o0 mas, 25% o0 mas, 50% 0 mas, 0 75% 0 mas),
sustancialmente completa (por ejemplo, 85% o0 mas, 90% o0 mas, 0 95 % o mas), o totalmente completa (por
ejemplo, 98% o mas, 0 99% o mas).

CULA4A es una ubiquitina ligasa que funciona como un componente de un complejo multimérico en el que el extremo
C deCULA4A interaccciona con la proteina de tipo dedo RING Rbx1 / ROC1 / HRT1 (denominado en lo sucesivo
Rbx1) para reclutar la enzima de conjugacién con ubiquitina E2, y el extremo N deCUL4A interacciona con
DDB1.DDB1, a su vez, actia como un adaptador, uniéndose a los factores asociados DDB1, CUL4A (DCAF), que
sirven como receptores de sustrato especificos (Angers et al., Nature, 443: 590-593 (2006); . He et al, Genes Deyv,
20:. 2949-2954 (2006); Higa et al, Nat Cell Biol., 8:. 1277-1283 (2006); Jin et al., Mol.Cell, 23: 709-721 (2006); Lee y
Zhou, Mol.Cell, 26: 775-780 (2007)) .Sustratos para la ubiquitinacién mediante complejos que contienen CUL4A-
incluyen c-Jun, DDB2, XPC, y p21 (Li et al, Cell, 124: 105-117 (2006); Nishitani et al., J. Biol.. Chem, 283: 29045-52
(2008)).

Como se utiliza en el presente documento, la expresion "interfiere con la actividad de CUL4A" se refiere a la
capacidad de una sustancia para inhibir la expresion y / o “la funcién bioquimica o bioldgica de CUL4A. Ejemplos de
funciones bioquimicas de CUL4A incluyen, sin limitacion, la unién a DDB1, la unién a Rbx1, y que tiene actividad de
ubiquitina ligasa (por ejemplo, ubiquitinacion y desestabilizacién p21, ubiquitinacién y desestabilizacion de DDB2 y
ubiquitinacién y desestabilizacion de XPC). En una realizacién, la sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A
interrumpe la unién de CUL4A unién a la proteina 1 de unién al ADN dafnado (DDB1). Preferentemente, la sustancia
interrumpe la interaccion de la region a-helicoidal en N-terminal de CUL4A con el dominio propelente en de hélice -
BPB de DDBH1. La sustancia que altera la union de CUL4A a DDB1 puede interaccionarr directamente con CUL4A y /
o DDB1 o actuar indirectamente mediante la unién a otro componente de un complejo que contiene CUL4A- DDB1.

En una realizacién, la sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A inhibe competitivamente la union de unA
CUL4A endbégena a DDB1 en un animal. El inhibidor competitivo es un polipéptido que comprende un fragmento de
CUL4A. El fragmento de CUL4A comprende la region N-terminal de CUL4A (SEC ID N® 7 o SEC ID N® 18) o un
analogo, homdlogo, derivado o fragmento de la misma que funciona de manera similar a la regién N-terminal de
CUL4A (SEC ID N2 7 0 SEC ID N© 18).

Ejemplos de funciones bioldgicas de CUL4A incluyen, sin limitacion, la regulacion de la proliferacion celular, la
supervivencia celular, la reparacion del ADN vy la integridad genémica (Lee y Zhou. Mol.Cell, 26: 775-780 (2007)). En
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una realizacion preferida, la sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A provoca un aumento en la actividad
de reparacion del AND .En una realizacion particularmente preferida, la sustancia que interfiere con la actividad de
CULA4A provoca un aumento en la actividad de reparacion por escision de nucleétidos, y de este modo previene o
trata una afeccion asociada con dafios en el ADN en el animal.

Ya sea que la sustancia interfiere con la expresién de CUL4A o con una funcién bioquimica o biolégica de CUL4A, el
grado de inhibicién puede ser parcialmente completo (por ejemplo, 10% o mas, 25% o mas, 50% o mas, 0 75% o
mas) , sustancialmente completa (por ejemplo, 85% 0 mas, 90% o mas, 0 95% o mas), o totalmente completa (por
ejemplo, 98% o mas, 0 99% o mas).

En el presente documento también se describen composiciones que comprenden (a) la sustancia que interfiere con
la actividad de CUL4A y (b) un vehiculo. El vehiculo sera tipicamente liquido, pero también puede ser sélido, o una
combinacion de componentes liquidos y sélidos. Es deseable que el vehiculo sea fisiologicamente aceptable (por
ejemplo, un vehiculo farmacéuticamente, farmacoldégicamente, o cosméticamente aceptable) (por ejemplo,
excipiente o diluyente). Cualquier vehiculo fisiologicamente aceptable adecuado puede usarse en el contexto de la
invencion, y tales vehiculos son bien conocidos en la técnica. La eleccién del vehiculo se determinara, al menos en
parte, mediante la localizacion de los tejidos y / o células diana y el procedimiento particular usado para administrar
la composicion.

La composicion puede comprender ademas otros componentes adecuados, especialmente para potenciar la
estabilidad de la composicién y / o su uso final. En consecuencia, existe una amplia variedad de formulaciones
adecuadas de la composicién de la invencién. Las siguientes formulaciones y procedimientos son meramente
ilustrativas y no son en modo alguno limitantes.

Las composiciones que comprenden moléculas de &acido nucleico tipicamente requieren componentes adicionales
para facilitar o mejorar la liberacién intracelular debido al tamafo relativamente grande, la susceptibilidad a la
degradacién por enzimas endégenas y la carga negativa de las moléculas de acido nucleico. Ejemplos de
componentes adecuados incluyen, entre otros, liposomas, polimeros catiénicos y nanoparticulas. Como alternativa,
la molécula de acido nucleico puede estar conjugada, por ejemplo, en sus extremos 3 'o 5', con un péptido rico en
arginina, colesterol o un acido graso para facilitar o potenciar la liberacion intracelular. El experto en la materia
conoce componentes y conjugados adecuados (véase, por ejemplo, Las patentes de EE.UU. 6.617.438 y 7.402.574;
Whitehead et al., Nat. Rev. Drug Disc., 8: 129-138 (2009)).

Entre las formulaciones adecuadas para administracion parenteral se incluyen soluciones inyectables estériles
acuosas y no acuosas e isotonicas, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, y solutos que
hacen la formulacion isoténica con la sangre del receptor al que estan destinadas , y suspensiones estériles acuosas
y no acuosas que pueden incluir agentes de suspension, solubilizantes, agentes espesantes, estabilizantes, y
conservantes. Las formulaciones pueden presentarse en recipientes sellados para monodosis o de multiples dosis,
tales como ampollas y viales, y pueden almacenarse en estado secado por congelacién (liofilizado) que solo
requiere la adicion de un excipiente liquido estéril, por ejemplo, agua, para inyecctables, inmediatamente antes del
uso. Las soluciones y suspensiones inyectables extemporaneas se pueden preparar a partir de polvos, granulos y
comprimidos estériles del tipo descrito previamente. La formulacién para administracién parenteral se puede
formular para administracion intratumoral, inyeccién intravenosa, inyeccién intraperitoneal, inyeccién intraocular,
inyeccién subcutanea, y similares.

Las composiciones adecuadas para administracion entérica se formulan usando vehiculos farmacéuticamente
aceptables bien conocidos en la técnica en dosificaciones adecuadas para la administracion oral. Tales vehiculos
permiten que las composiciones farmacéuticas se formulen como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas,
liquidos, geles, jarabes, pastas, suspensiones y similares, para la ingestion por el paciente. Las preparaciones
farmacéuticas para uso oral se pueden obtener mediante la combinacién de compuestos activos con excipientes
solidos, moliendo opcionalmente una mezcla resultante y procesando la mezcla de granulos, después de afadir
sustancias auxiliares adecuadas, si se desea, para obtener nlcleos de comprimidos o grageas. Los excipientes
adecuados son cargas de carbohidratos o de proteinas, tales como azlcares, incluidas lactosa, sacarosa, manitol o
sorbitol; almidén de maiz, trigo, arroz, patata, u otras plantas; celulosa tal como metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, o carboximetilcelulosa de sodio; y gomas, incluidas goma arabiga y de tragacanto; y
proteinas tales como gelatina y colageno. Si se desea se pueden afadir agentes disgregantes o solubilizantes, tales
como polivinilpirrolidona reticulada, agar, acido alginico o una sal del mismo, tal como alginato de sodio. Los nucleos
de grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados tales como soluciones concentradas de azlcar, que
también pueden contener goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilenglicol, y / o diéxido de
titanio, soluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas de disolventes. Se pueden ahadir
colorantes o pigmentos a los recubrimientos comprimidos o de grageas para identificacion del producto o para
caracterizar la cantidad de compuesto activo, es decir, la dosificacién.

Las formulaciones adecuadas para la administracién anal o rectal se pueden preparar en forma de supositorios
mezclando el principio activo con diversas bases, tales como bases emulsionantes o bases solubles en agua. Las
formulaciones adecuadas para administracion vaginal pueden presentarse como pesarios, tampones, cremas, geles,
pastas, espumas, o formulas para pulverizacion que contienen, ademas del ingrediente activo, vehiculos tal como se

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2509 890 T3

conocen en la técnica como apropiados.

Las formulaciones adecuadas para administracién ocular se pueden preparar como inyectables, gotas, aerosoles, o
peliculas mezclando la sustancia activa con diversas coluciones nyectables estériles acuosas y no acuosas
isotonicas, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, y solutos que hacen que la formulacion
sea isotonica con el tejido ocular del receptor al que estan destinada, y suspensiones estériles acuosas y no
acuosas que pueden incluir agentes de suspension, solubilizantes, agentes espesantes, estabilizantes y
conservantes.

En una realizacion preferida de la invencion, la sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A, sola o en
combinacion con otros componentes adecuados, se convierte en una formulacion de aerosol para su administracion
mediante inhalacion. Preferentemente, una sustancia de la invencién se suministra en forma finamente dividida junto
con un tensioactivo y un propelente. Los porcentajes tipicos de los compuestos de la invencién pueden ser de
aproximadamente 0,01% a aproximadamente 20% en peso, preferentemente de aproximadamente 1% a
aproximadamente 10% en peso. El tensioactivo debe, por supuesto, no ser toxico y, preferentemente, soluble en el
propelente. Representantes de tales agentes tensioactivos son los ésteres o ésteres parciales de acidos grasos que
contienen de 6 a 22 atomos de carbono, tales como los acidos caproico, octanoico, laurico, palmitico, estearico,
linoleico, linolénico, olestérico y oleico con un alcohol polihidrico alifatico o su anhidrido ciclico. Se pueden usar
ésteres mixtos, tales como glicéridos mixtos o naturales. El tensioactivo puede constituir de aproximadamente 0,1%
a aproximadamente 20% en peso de la composicién, preferentemente de aproximadamente 0,25% a
aproximadamente 5%. El resto de la composicion suele ser un propelente. Segun se desee, también se puede incluir
un vehiculo, por ejemplo, lecitina, para administracion intranasal. Estas formulaciones en aerosol se pueden
introducir en propelentes presurizados aceptables, tales como diclorodifluorometano, propano, nitrégeno, y similares.
También se pueden formular como productos farmacéuticos para preparaciones no presurizadas, tales como en un
nebulizador o un atomizador. Tales formulaciones en aerosol se pueden utilizar, por ejemplo, para pulverizar en la
mucosa y pueden ser particularmente preferibles para la prevencién o el tratamiento de céanceres del sistema
respiratorio ode la cavidad oral y la faringe.

En una realizacién particularmente preferida, la formulaciéon es una composicion de filtro solar que comprende la
sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A y un vehiculo cosméticamente aceptable. Tipicamente, una
composiciéon de filiro solar es una emulsién de aceite en agua o de agua en aceite en la que la fase de aceite
comprende uno o mas compuestos protectores solares, solubilizantes, emulsionantes de silicona, emolientes y otros
agentes acondicionadores de la piel cosméticamente aceptables. La fase acuosa es predominantemente agua, pero
tipicamente comprende ingredientes adicionales tales como agentes humectantes (por ejemplo, pentilenglicol y
glicerina), conservantes y espesantes. Los componentes adicionales tales como fragancias, colorantes y extractos
pueden anadirse a cualquiera de las fases o a la emulsion después de su preparacion. Del mismo modo, la
sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A de la invencion se puede anadir a la fase oleosa, la fase acuosa,
o después de la preparacion de la emulsion en funcion de de las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia.

El término "compuesto de filtro solar" se refiere a un compuesto capaz de filtrar la radiacién ultravioleta que tiene una
longitud de onda de 280 nm - 320 nm (es decir, UV-B) y / 0 320 nm-400 nm (es decir, UV-A).El compuesto de filtro
solar puede ser uno o mas productos quimicos organicos que absorben la radiacién UV, uno o mas productos
quimicos inorganicos que reflejan, dispersién, o absorben la radiacién UV, o cualquier combinacién de los mismos.
Ejemplos de compuestos de proteccion solar adecuados incluyen, sin limitacion, sulisobenzona, dioxibenzona,
antranilato de metilo, acido 4-aminobenzoico (PABA), amil dimetil PABA, octil dimetil PABA, PABA de glicerilo, 2-
etoxietilo p-metoxicinamato, diethamolamine p-metoxicinamato, etilhexil p -methoxycinnamate, trioleato de digaloilo,
4-bis (hidroxipropil) aminobenzoato de etilo, 2-etilhexil-2-ciano-3,3-difenil-acrilato, salicilato de 2-etilhexilo, salicilato
de homomentilo, salicilato de trietanolamina, acido 2-fenilbencimidazol-5-sulfénico, vaselina roja, diéxido de titanio,
6xido de zinc, y combinaciones de los mismos.

Adecuadamente, la composicién de filtro solar toma la forma de una locién, un aceite, un gel, una barra sélida, un
aerosol, o una espuma.Composiciones y procedimientos de preparacién de proteccién solar son bien conocidos para
un experto normal en la técnica y se describen en, por ejemplo, Las patentes de EE.UU. 5,587,150; 5,770,183; y
6,033,649.

En el presente documento se divulga también procedimiento de prevencion o tratamiento de una afeccién asociada
con dano en el ADN en un animal, procedimiento que comprende administrar a un animal que lo necesite una
cantidad eficaz de una composicion de filtro solar que comprende una sustancia que interfiere con la actividad de
CUL4A y un cosméticamente aceptable vehiculo, prevenir o tratar una afeccion asociada con el dafios en el ADN en
el animal de ese modo.En una realizacion, la composicion de filtro solar de la invencion se administra antes de la
exposicion a la radiacion UV.Deseablemente, la composicién de filiro solar se administra 10 minutos o mas, 20
minutos o mas, 30 minutos o0 mas, o 60 0 mas minutos antes de la exposicion a la radiacién UV para prevenir o
atenuar el dafos en el ADN.En otra realizacién, se administra la composicion de filtro solar durante la exposicion a la
radiacion UV para prevenir o atenuar el dafos en el ADN o para mejorar la reparacion del ADN.En aun otra
realizacién, la composicion de filtro solar se administra después de que el animal se expone a la radiacion
UV.Deseablemente, la composicion de filtro solar se aplica 30 minutos 0 menos, 1 hora o menos, 4 horas 0 menos,
12 horas o menos, o0 24 horas o menos después de la exposicién a la radiacion UV con el fin de mejorar la
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reparacion del ADN.

En el presente documento se divulga es también un procedimiento de co-administracion de una sustancia que
interfiere con la actividad de CUL4A con un agente quimioterapéutico a un animal que lo necesite.Por "co-
administracion" se entiende la administracion del agente quimioterapéutico y la sustancia que interfiere con la
actividad de CUL4A suficientemente cerca en el tiempo de tal manera que la sustancia que interfiere con la actividad
de CUL4A puede mejorar la eficacia del agente quimioterapéutico.En este sentido, la sustancia que interfiere con la
actividad de CUL4A se puede administrar primero y el agente quimioterapéutico se puede administrar segundo o
viceversa.Alternativamente, la sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A y el agente quimioterapéutico
puede administrarse simultdneamente.

Cualquier clase de agente quimioterapéutico puede ser co-administrado con la sustancia que interfiere con la
actividad de CUL4A, incluyendo, sin limitaciéon, un agente antimicrotubular, un antimetabolito, un antimitético, un
agente que dafa el ADN, un proapoptotico, un agente inductor de la diferenciacién, un antibiético , una hormona, y
cualquier combinacion de los mismos.Agentes quimioterapéuticos adecuados incluyen, entre otros, inhibidores de
tirosina quinasa (genisteina), agentes biolégicamente activos (TNF, o tTF), radionucleidos ("*'l, *°Y, "'In, 2"'At, **P y
otros radionuclidos terapéuticos conocidos), adriamicina, antibiéticos ansamicina, asparaginasa, bleomicina,
busulfan, cisplatino, carboplatino, carmustina, la capecitabina, el clorambucil, citarabina, ciclofosfamida,
camptotecina, dacarbazina, dactinomicina, daunorrubicina, dexrazoxano, docetaxel, doxorrubicina, etopdsido,
epotilones , floxuridina, fludarabina, fluorouracilo, gemcitabina, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, irinotecan,
lomustina, mecloretamina, mercaptopurina, meplhalan, metotrexato, la rapamicina (sirolimus) y derivados,
mitomicina, mitotano, mitoxantrona, nitrosurea, paclitaxel, pamidronato, pentostatina, plicamicina, procarbazina,
rituximab, estreptozocina, teniposido, tioguanina, tiotepa, taxanos, vinblastina, vincristina, vinorelbina, taxol,
combretastatinas, discodermolidas, transplatinum, compuestos de factor de crecimiento endotelial vascular ("anti-
VEGF") compuestos de receptores, anti-factor de crecimiento epidérmico ("anti-EGFR"), 5-fluorouracilo, y
similares.Una dosis de uno o mas agentes quimioterapéuticos se pueden administrar de acuerdo con el
procedimiento de la invencion.El tipo y nUmero de agentes quimioterapéuticos usados en el procedimiento de la
invencion dependeran del régimen quimioterapéutico estandar para un determinado tipo de tumor.En otras palabras,
mientras que un cancer particular se puede tratar rutinariamente con un solo agente quimioterapéutico, otro se
puede tratar rutinariamente con una combinacién de agentes quimioterapéuticos.El agente quimioterapéutico se
administra en una dosis suficiente para tratar el cancer (por ejemplo, el tratamiento del cancer cantidad eficaz de un
agente quimioterapéutico). Un médico experto en la técnica puede determinar la cantidad terapéuticamente eficaz de
una composicion para tratar o prevenir un estado de enfermedad particular, o trastorno cuando se administra.

En el presente documento se divulga también un procedimiento para identificar una sustancia que modula la
actividad de ubiquitina ligasa CUL4A, procedimiento que comprende (a) combinar un polipéptido CUL4A, un
polipéptido DDB1, y una sustancia de ensayo, en condiciones que favorecen la formacién de un complejo-CUL4A
DDB1, (b) medir la cantidad de complejo CUL4A-DDB | formada bajo las condiciones de (a), y (¢) comparar la
cantidad de complejo formado CUL4A-DDB1 como se mide en (b) en presencia de una sustancia de ensayo a la
cantidad Complejo CUL4A DDB1 formado segun se mide en (b) en ausencia de una sustancia de ensayo, con lo que
una diferencia es indicativa de la capacidad de la sustancia de ensayo para modular la actividad de ubiquitina ligasa
CUL4A.

El modulador de la actividad de ubiquitina ligasa CUL4A a ser identificado por el procedimiento de la invencion
puede ser un regulador positivo, es decir, una sustancia que aumenta la actividad de ubiquitina ligasa de CUL4A. El
modulador puede aumentar la actividad de ubiquitina ligasa de CUL4A en aproximadamente 1,5 veces o mas,
alrededor de 2 veces 0 mas, aproximadamente 3 veces 0 mas, aproximadamente 4 veces o mas, aproximadamente
5 veces 0 mas, aproximadamente 10 veces o mas, aproximadamente 15 veces 0 mas, o aproximadamente 20 veces
0 mas, en comparacion con la actividad de ubiquitina ligasa en ausencia del modulador.

El modulador de CUL4A puede ser un regulador negativo, es decir, una sustancia que disminuye, inhibe, o interfiere
con la actividad de ubiquitina ligasa CUL4A.Por consiguiente, la invencién proporciona un procedimiento de
identificacion de una sustancia que interfiere con la actividad de ubiquitina ligasa de CUL4A, procedimiento que
comprende (a) combinar un polipéptido CUL4A, un polipéptido DDB1, y una sustancia de ensayo, bajo condiciones
que favorecen la formacion de un CUL4A -DDB1 complejo, (b) medir la cantidad de complejo CUL4A-DDB1 formada
bajo las condiciones de (a), y (¢) comparar la cantidad de complejo formado CUL4A-DDB1 como se mide en (b) en
presencia de una sustancia de ensayo a la cantidad de complejo formado CUL4A DDB1 como se mide en (b) en
ausencia de una sustancia de ensayo, por lo que una disminucién en la cantidad de complejo CUL4A-DDB1 formado
en la presencia de una sustancia de ensayo es indicativa de la capacidad de la prueba sustancia que interfiera con
la actividad de ubiquitina ligasa CUL4A.

Deseablemente, la sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A inhibe la actividad de ubiquitina ligasa en al
menos un 25% (por ejemplo, 25% 0 mas, 35% o mas, 0 45% 0 mas) en comparacion con la actividad de ubiquitina
ligasa en ausencia de la interferencia sustancia.Preferentemente, la sustancia que interfiere con la actividad de
CULA4A inhibe la actividad de ubiquitina ligasa en al menos un 50% (por ejemplo, 50% 0 mas, 60% o mas, 0 70% o
mas) en comparacion con la actividad de ubiquitina ligasa en ausencia de la interferencia sustancia.Lo mas
Preferentemente, la sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A inhibe la actividad de ubiquitina ligasa en al
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menos 75% (por ejemplo, 75% o mas, 85% o0 mas, o0 95% 0 mas) en comparacién con la actividad de ubiquitina
ligasa en ausencia de la sustancia de interferencia.

Los procedimientos para el cribado de sustancias capaces de modular una interaccién proteina-proteina son bien
conocidos para un experto normal en la técnica.Por ejemplo, la sustancia de ensayo puede ser examinado para la
capacidad de modular un complejo de CUL4A DDB1 usando ensayos reconocidos en la técnica tradicionales tales
como ensayos de inmunoabsorcién ligados a enzimas (ELISA), punto de inmunoabsorcion ligado a enzima
(ELISPQT), radioinmunoensayo, o BIACORE ensayos, que permiten para la determinacién de las afinidades de
unién en presencia y ausencia de una sustancia de ensayo.Preferentemente, la deteccién se produce en una placa
de multiples pocillos como parte de una pantalla de alto rendimiento.Ensayos de seleccién adecuados se describen
en mas detalle en los Ejemplos.

El polipéptido CUL4A puede ser un polipéptido CUL4A de longitud completa (por ejemplo, SEC ID N® 1), o un
fragmento de un polipéptido CUL4A de longitud completa.El fragmento de un polipéptido de longitud completa
CUL4A puede tener una longitud de 75 aminoacidos o mas, 100 o mas aminoacidos, 125 aminodcidos o mas, o 150
aminoacidos o mas.Alternativamente, o ademas, el fragmento de un polipéptido de longitud completa CUL4A puede
tener una longitud de 750 aminoacidos o menos, 600 aminoacidos o menos, 450 aminoacidos o menos, o 300
aminoacidos o menos.Por lo tanto, el fragmento de un polipéptido de longitud completa CUL4A puede tener una
longitud limitada por dos cualesquiera de los puntos finales anteriores.Por ejemplo, el fragmento de un polipéptido de
longitud completa CUL4A puede tener una longitud de 75-750 aminoacidos, los aminoacidos 150-450, o 125-300
aminoacidos.Deseablemente, el fragmento de un polipéptido de longitud completa CUL4A comprende toda la region
N-terminal de a-helicoidal de CUL4A (por ejemplo, SEC ID N° 7) y / o retiene la capacidad de unirse a un polipéptido
DDB1.Fragmentos ejemplares adicionales de un polipéptido de longitud completa CUL4A que comprenden toda la
region a-helicoidal N-terminal de CUL4A y que se unen a un polipéptido DDB 1 incluyen fragmentos que
comprenden la SEC ID N2 5 o0 SEC ID N2 6.

El polipéptido DDB1 puede ser un polipéptido de longitud completa DDB1 de longitud completa (por ejemplo, SEC ID
N? 3), o un fragmento de un polipéptido DDB1 de longitud completa.El fragmento de un polipéptido de longitud
completa DDB1 puede tener una longitud de 150 aminoacidos o mas, 200 o mas aminoacidos, 250 aminoacidos o
mas, o 300 aminoacidos o mas.Alternativamente, o ademas, el fragmento de un polipéptido de longitud completa
DDB1 puede tener una longitud de 800 aminoacidos o menos, 600 aminodcidos o menos, o 400 amino&cidos o
menos.Por lo tanto, el fragmento de un polipéptido de longitud completa DDB1 puede tener una longitud limitada por
dos cualesquiera de los puntos finales anteriores.Por ejemplo, el fragmento de un polipéptido de longitud completa
DDB1 puede tener una longitud de 150-800 aminodcidos, los aminodcidos 200-600, o 250-400
aminoacidos.Deseablemente, el fragmento de un polipéptido de longitud completa DDB1 comprende el dominio BPB
B-hélice de DDB1 (por ejemplo, SEC ID N® 8) y / o retiene la capacidad de unirse a un polipéptido
CULA4A . Preferentemente, el fragmento de un polipéptido de longitud completa DDB1 comprende los residuos de
aminoacidos A400, 1402, L404, V443, E537, W561, 1587, y R589, que han sido identificados como que forman
contactos directos con CUL4A (Angers et al.Nature, 443: 590-593 (2006); . Li et al, Cell, 124: 105-117 (2006))
(Figura 12).

El polipéptido CUL4A y / o el polipéptido DDB1 se pueden vincular a una secuencia de procesamiento o
identificacion, tal como una etiqueta de purificacién de proteinas.Ejemplos de etiquetas de purificacion de proteinas
adecuados incluyen, entre otros GST, FLAG, y polihistidina.Preferentemente, la etiqueta de purificacién de proteinas
es GST o FLAG. Mas Preferentemente, las etiquetas de purificacién de proteinas del polipéptido y el polipéptido
CUL4A DDB1 son diferentes.

En una realizacion preferida del procedimiento de identificacion de una sustancia que modula la actividad de
ubiquitina ligasa CUL4A, el polipéptido y el polipéptido CUL4A DDB 1 marcados con diferentes moléculas, y, o bien
el polipéptido CUL4A etiquetado o el polipéptido se inmoviliza DDB1 marcado a una esfera donante excitable con
laser y el otro del polipéptido CUL4A o el polipéptido DDB1 no se inmovilizad con la esfera donante sino con una
esfera aceptora que comprende un derivado de tioxeno capaz de generar quimioluminiscencia en presencia de
oxigeno singlete. Una descripcion detallada de esta realizacidon se expone en los Ejemplos.

La sustancia de ensayo que modula la actividad de ubiquitina ligasa CUL4A puede ser cualquier sustancia
adecuada.Por ejemplo, la sustancia de ensayo que modula la actividad de ubiquitina ligasa CUL4A puede ser una
molécula pequena (por ejemplo, obtenida a partir de una biblioteca quimica) o un péptido (tal como se muestra
desde la superficie de un fago, por ejemplo, en una biblioteca de presentacién en fagos).

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencién, pero no deben interpretarse en modo alguno como
limitativos de su ambito.

Ejemplo 1

Este ejemplo demuestra la generacién de un ratén defectivo en Cul4 (Cul4'/') y compara su fenotipo con un raton
defectivo en Cul4a previamente divulgado.
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Para generar el CUL4a alelo floxed, la biblioteca genémica 129 (Invitrogen) se rastre6 con una sonda de ADNc. Se
identificaron cinco clones de BAC, y el clon n® 297L07 se utiliz6 para generar la construccion de la orientacion final.
El vector de orientacion se generé mediante la colocacion de un sitio LoxP y el casete de resistencia a neomicina
pSV-FLP-Cre 1,1 kb aguas arriba del exén 17 y otro sitio LoxP 300 pb aguas abajo del exdén 19. Los brazos
homologos en 5'y 3' eran de 3 kb y 5 kb, respectivamente, y se generaron mediante EXL PCR de largo alcance
(Stratagene) a partir del clon BAC. Después de la electroporacién y la seleccion de G418, los clones ES que se
sometieron a la recombinacidon homéloga fueron identificados por transferencia Southern.La recombinacion
homologa en el extremo 5 'se evalué mediante la digestion de ADN gendémico de células ES con BamHI y la
hibridacion de la transferencia Southern con una sonda inmediatamente aguas arriba del brazo 5' homéloga.El alelo
de tipo silvestre produjo una banda de 11 kb, mientras que el alelo dirigido produjo una banda de 7,3 kb debido a un
sitio BamHI adicional en el vector pSV-FLP-Cre.La recombinacion homodloga en el extremo 3 'se determiné por
digestion con Sacl y tanto Pacl, y la hibridaciéon con una sonda inmediatamente aguas abajo del extremo 3' del brazo
homdélogo. El alelo de tipo salvaje mostré una banda de 9 kb en comparacion con una banda de 7 kb en el alelo
dirigido.Dos clones positivos (# 379 y # 395) después de la recombinacion homologa se utilizaron para generar
ratones quiméricos mediante inyeccién de blastocisto.

El alelo Cul4a eliminado se cre6 mediante supresién inducida por la linea germinal de los exones 17-19 cruzando
ratones Cul4a floxed con el la linea transgénica E2A-Cre (Lakso et al., Proc.Natl.Acad.Ciencia.EE.UU., 93: 5.860 a
5865 (1.996)). La transmision de los loci objetivo se confirmé mediante transferencia de tipo Southern y PCR. Todos
los animales mutantes se retrocruzaron a C57BL / 6J durante 12 generaciones.

Analisis de la expresion de proteinas se realizd mediante la extraccion de proteinas a partir de tejidos de culda’,
cul4a” o companeros de camada de tipo salvaje utilizando el CelLytic™ MT tejidos de mamiferos Lisis / reactivo de
extraccion (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).Tejidos y extractos MEF se inmunotransfirieron con anticuerpos contra
CULA4A (C-19, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) y B-accion (Sigma, St. Louis, MO).

Horquilla corta (sh) ARN para la orientacion de genes fueron los siguientes: murino sh-Culdb fue 5'-
GTAGTAACGAGAGAGAAGACT-3 '(SEC ID N¢ 9); murino sh-Pcid2-1 era 5-GGCAAAGCACGAGACGTTCTT-3
'(SEC ID N2 10); murino sh-Pcid2-2 era 5'-GATGAAATGTTTGCAGCTCATT-3 '(SEC ID N¢ 11); sh-p21 murino fue 5'-
GAGAACGGTGGAACTTTGACTT-3 '(SEC ID N? 12); revueltos sh-Cul4b era 5-GTCGCAGCAATAAATACGGCT-3
(SEC ID N? 13); y humano SH-Cul4A era 5-GAAGCTGGTCATCAAGAAC-3 '(SEC ID N°® 14). ARNshs se
subclonaron en el vector lentiviral FUGW y expreso bajo el promotor U6 (Sui y Shi, Methods Mol.. Biol, 309: 205-218
(2005)).Lentivirus recombinantes se generaron para la infeccion de MEFs o células HCT116.

El (A) mutante CUL4A (delecion de los residuos 585 a 727) se gener6 por dos reacciones de PCR consecutivas y se
clon6 en el vector pCDNAS con los siguientes cebadores de PCR: el cebador de PCR corriente arriba era 5'-
GCGATATCCGCGGACGAGGGCCCTCG-3 '(SEC ID N° 15 ); la primera cebador en el sentido era 5'-
CATATAGTCTCTGTCTATAAG  TGACTCAATCCTTTTTTTCAAATCTCCAGGCTCCTTAAAGTCCGCCTTCAGC-3
'SEC ID N°¢ 16), y el segundo cebador en el sentido era 5-GCTCTAGATCATGCCACGT
AGTGGTACTGATTTGGACTGTCTTTGTCTCGTTCCATATAGTCTCTGTCTATAAG-3' (SEC ID N¢ 17). La
interaccion con CUL4A Rbx1 se evalu6é en inmunoprecipitados de células 293T transfectadas transitoriamente con
un CUL4A MYC-etiquetados o un mutante CUL4A (delecién de los residuos 585 a 727) (CUL4A (A)), que fue
generada por PCR y clonado en el pCDNA3- MYC vector, con o sin co-transfeccion de Rbx1 bandera de
etiquetado.La inmunoprecipitacion se realiz6 con anticuerpos anti-Myc, y la posterior transferencia de Western se
realizé con anti-FLAG (M2) anticuerpos obtenidos a partir de fuentes comerciales anti-Myc (Ab-1) y.

Para investigar el papel fisiologico de CUL4A en la reparacion del ADN y la tumorigénesis, condicionada a ratones
defectivos en CUL4 se generaron utilizando la estrategia Cre / lox. Los exones 17-19, que abarcan el sitio de
dominio de homologia y neddylation cullin esencial, se floxed por recombinacién homéloga en células madre
embrionarias (ES) (Figura 1A). Transferencia de Southern confirmé la presencia del objetivo locus Cul4a en
heterocigotos floxed (f / +) células madre embrionarias (FIG. 1B), y el analisis de PCR identificaron la de tipo salvaje,
floxed, y recombinados alelo Cul4a en el ADN de la cola del ratén (FIG. 1C).Homocigotica Cul4d" los ratones
estaban sanos y fenotipicamente indistinguibles de sus comparieros de camada de tipo salvaje. Cul4a’ los ratones
fueron generados posteriormente por cruzamiento Cul4a” ratones con ratones E2A-Cre transgénicos (Lakso et al.,
Proc. Natl. Acad. Ciencia. EE.UU., 93: 5.860 a 5865 (1.996)), y la ausencia de la proteina de longitud completa
CUL4A se confirm6 por Western Blot en mudltiples tejidos y MEFs (Figura 1D)..Un CUL4A truncada C-terminal
(CUL4A designado (A)) era detectable, pero a niveles marcadamente reducidos (8%) en comparacion con la de tipo
salvaje CUL4A, y no interactuar con Rbx1 para el reclutamiento de la ubiquitina-conjugacién enzima E2 (Figura 1E).

Los ratones Cul4a" descritos en este ejemplo eran viables y no mostraron anormalidades del desarrollo abiertas
durante toda su vida. Este resultado estd en marcado contraste con la letalidad embrionaria de la publicadaCul4a
exén 1 cepa de delecion (Li et al., Mol.Cell Biol., 22: 4997-5.005 (2.002)).Sin embargo, el exén 1 focalizacién de
constructo de Li et al. También suprimié la expresion de la Pcid2gen que reside en el soporte complementario
adyacente a Cul4a exén 1. Pcid2 codifica una proteina con un dominio PCI, que se conserva entre las subunidades
esenciales de la proteasoma 26S, COP9 signalosome, y el factor de iniciacion de la traduccion 3 complejos
(Hofmann y Bucher, Trends Biochem.Sci, 23:. 204-205 (1998)). El ex6n 1 alelo dirigido por Li et al. eliminado una
region 529 de base par aguas arriba de la primera Pcid2exén, dejando solo 4 pares de bases aguas arriba del codon
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de iniciacién de la traduccion ATG (figura 2A).El silenciamiento de Pcid2expresion en fibroblastos embrionarios
primarios de raton (MEFs) por lentiviral Pcid2horquilla (sh) ARN corto resulté en una rapida pérdida de viabilidad
(FIG. 2B).En contraste, la detencién del crecimiento o la muerte celular no se observé en Cul4a"MEFs (Figura
3A).Por lo tanto, el fenotipo de letalidad embrionaria observada por Li et al. es probable debido a la derogacion de la

coincidencia esencial Pcid2gen que reside en la cadena complementaria adyacente a Cul4a.

En los mamiferos, los dos genes Cul4 (es decir, Cul4a 'y Cul4b) se copexpresan ampliamente y montan ubiquitina
ligasas estructuralmente similares. Por lo tanto, CUL4B podria complementar la pérdida de CUL4A y asegurar asi la
supervivencia de la los ratones Cul4a”. En consecuencia, el silenciamiento de Cul4b en MEF Cul4a™ ha conducido a
una espectacular reduccién de la incorporacién de BrdU y a la pérdida de viabilidad celular (Figuras. 3A y 3B), en
consonancia con lo que previamente se observé con los MEF Ddb1™ (Cang et al., Cell, 127: 929-940 (2006)), y de
acuerdo con el hecho de que ambas proteinas Cul4 deben ser inactivadas para abolir la actividad de CUL4 de
ubiquitina ligasa (Higa et al., Nat.Cell Biol., 5: 1008-1015 (2003); Hu et al., Nat.Cell Biol., 6: 1003-1009 (2004)).

Este ejemplo demostr6 la generacién de un ratén defectivo en Cul4 (Cu/4'/') en el que el locus Pcid2 no se ha
modificado.

Ejemplo 2
Este ejemplo demuestra la estabilidad mejorada de DDB2, p21, y XPC en células deficientes en Cul4a.

Se aislaron MEF deL dia embrionario (E) 13,5 de tipo salvaje o embriones defectivos en Cul4a. Los ARNsh para
Cul4b y Pcid2 murinos asi como para controles mixtos se subclonaron en el vector lentiviral FUGW y se expresaron
bajo el promotor U6 como se describe en el Ejemplo 1. los shCul4b y shPcid2 recombinantes de lentivirus se
generaron para la infeccion de células MEF primarias, Cu/4af/fy Cul4a”. Los ARNsh que contenian el lentivirus
FUGW se afiadieron a los MEF Cul4a”y Cul4a’ cada 12 horas durante 36 horas. Las células se cosecharon 48
horas después de la infeccion, y se realiz6 una transferencia de tipo Western en extractos de MEF utilizando
anticuerpos contra CUL4A (C-19, Santa Cruz de Biotecnologia), CUL-4B, DDB2 (Cell Signaling Technology,

Danvers, MA), p21 (Santa Cruz Biotechnology), XPC, histona H3, y B-actina (Sigma, St. Louis, MO).

La vida media de DDB2 se determin6 por analisis de pulso-caza en Cul4a” y Cul4c”MEFs y cuantificado usando un

escaner de imagenes de fosforo.La vida media de p21 se ensay6 por ciclohexamida (CHX) en persecucion Cul4a” y
cul4a” MEFs y cuantificado por medicién de sefales de inmunotransferencia, que se trazan en escala logaritmica
como una funcion del tiempo.

La interaccion de p21 con componentes del complejo-CUL4A DDB1 se evalud en inmunoprecipitados de células
293T transfectadas transitoriamente o no transfectadas con un CUL4A con etiqueta myc, DDB1 marcada con HA,
GST-etiquetados CDT2, y p21 marcada con FLAG.La inmunoprecipitacién y Western Blot posterior se realiz6 con los
anticuerpos adecuados tal como se representa en la figura. 6.

La ubiquitinacion XPC se determind en células HCT116 después de la irradiacién UV. HCT 116 células fueron
infectadas con shCul4a lentiviral o FUGW de control durante 48 horas, UV irradié a 10 J / m? y se cosechaa 0 h, 0,5
h, 1 h, y 2 horas después de la UV. Los extractos cromatina determinada se prepararon y se sometieron a
inmunotransferencia.

Se observaron altos niveles de estado estacionario de la proteina DDB2 en la epidermis de ratones Culda” (FIG. 4A)
y Cul4a"MEFs (Figura. 4B), y la vida media de DDB2 se prolongé en MEFs primarios derivados de E13.5 CulL4a™
embriones como se determina por andlisis de pulso-caza (FIG. 4C). Para determinar las contribuciones relativas de
CUL4A y CUL4B en la degradacion DDB2, lentiviral ARNsh contra ratén Cul4bfue generada por la infeccién de la
pronta aprobacion (P3) primaria CuL4a” y CUL4a” MEFs. shCul4b reducido efectivamente mas del 93% de CUL4B
raton, sin embargo, tenia sélo un efecto marginal sobre los niveles de DDB2 (FIG. 4b,. Figura 5A). En contraste,
Culda defectivo o derogacién de ambas Cul4ay Culdb resultado en un 3 a 4,5 veces la regulaciéon positiva de la
proteina DDB2, pero no ARNm (figura 4B,. Figura 5A). Niveles de ARNm DDB2 permanecieron inalterados, o incluso
disminuyeron ligeramente en respuesta a Cul4a defectivo o Cul4b silenciamiento (figura 5A).

La proteina p21, pero no ARNm, también se acumula en piel de Culda™ (figura 4A,. figura 5B) y MEFs primarios
(FIG. 4B), como resultado del aumento de la vida media de p21 a la supresién CUL4A (FIG. 4D).El silenciamiento de
Cul4db por RNAI tenido poco efecto, lo que subraya el papel predominante de CUL4A en el control de la estabilidad
no sélo de DDB2 y XPC sino p21 (FIG. 4B).Mientras que la inactivacion simultanea de ambos Cul4a y Cul4bdado
lugar a una mayor acumulacion de p21, la comparacion directa de la degradacién de p21 con la de individuo Cul4a o
Cul4b inactivacion no se pudo realizar debido a la detencién del crecimiento rapido de Cul4a"MEFs en el que
Culdbfue derribado (Figuras 3A y 3B).Consistentemente, p21 estaba fisicamente presente en el complejo-CUL4A
DDB1 por la co-inmunoprecipitaciéon (Figura 6).

XPC es un factor limitante de la velocidad para la etapa de reconocimiento de darios en el ADN de GGR, y también
es una diana directa de ubiquitinacion CUL4A-DDB1-DDB2 E3 ligasa (Friedberg et al., ADN de reparacion y
mutagénesis, 2nd Edition ASM Press, Washington, DC (2006); . Sugasawa et al, Cell, 121: 387-400
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(2005)).Curiosamente, en condiciones normales, los niveles de estado estacionario de la proteina XPC, pero no
ARNm, el aumento de 4,4 veces en Cul4a delecion en células MEF primarios, mientras que Cul4b caida tuvo un
efecto marginal sobre la acumulacion de XPC (FIG. 4B, comparar los carriles 1-3,. Figura 5C).Por lo tanto, Cul4a”
MEFs acumulado no sélo DDB2, sino también el sensor de dafio en el ADN XPC limitante de la velocidad para el
reconocimiento de dafios y GGR.

Tras la irradiacion UV, el complejo DDB1 DDB2 reconoce inmediatamente el ADN dafado y ayuda a reclutar el
complejo XPC-HHR23B a los sitios de dario en el ADN a través de la union directa a XPC (Fitch et al., J. Biol..
Chem, 278: 46.906-46.910 (2.003)).XPC se ubiquitinated entonces en el ADN por la ligasa CUL4A-DDB1-DDB2 ES3,
y posteriormente deubiquitinated, en lugar de someterse a la degradacion proteasomal-dependiente (Sugasawa et
al, Cell, 121: 387-400 (2005)).El papel fisiologico de ubiquitinacion XPC en GG-NER aun no se ha determinado.Por
lo tanto, se evalud el efecto de la ablacion CUL4A en XPC de unién a la cromatina y la modificacion por ubiquitina
tras la irradiacion UV.Dado que los anticuerpos XPC disponibles fueron incapaces de detectar XPC ubiquitinated
raton en MEFs, CUL4A se agotd por ARNsh lentiviral en células HCT116 humanos.Como se muestra en la figura.
4E, la asociacién con la cromatina de XPC aumenta tras el silenciamiento CUL4A por lentiviral ARNsh, consistente
con los niveles mas altos XPC disponible en la ausencia de Cul4a(Figura 4B). Ademas, el agotamiento de CUL4A
condujo a una inhibicion espectacular de la ubiquitinacion de XPC en la cromatina post-UV (Figura 4E). En conjunto,
estos resultados demostraron una funcién especifica de CUL4A en el control de los niveles de XPC en condiciones
normales y de ubiquitinacion XPC en la cromatina en respuesta a la irradiacion UV. Ademas, CUL4A fue el principal
responsable de dirigir la ubiquitinacién de DDB2 y XPC, mientras que CUL4B desempefidé un papel menor en estos
procesos, si es que desempef6 alguno.

Los resultados de este ejemplo reflejan la mayor estabilidad de DDB2, p21, y XPC en células deficientes en Cul4a.
Ejemplo 3

Este ejemplo demuestra las actividades mejoradas de unién a AND dafiado (UV-DDB) y de reparacién genoémica
global (GGR) en células deficientes en Cul4a.

Para el ensayo de unién al ADN danado de la actividad UV-DDB, 2 ug de extracto de células enteras se incubaron
con una sonda de AND marcada con P y se irradia a UV-5000 en J / m?, y la unién se evalué mediante el ensayo
de desplazamiento de movilidad electroforética (Chen et al., J. Biol.. Chem, 276: 48175 a 48182 (2001)).

El ensayo ELISA GGR de CPD Yy la eliminacion de 6-4PP se realiz6 como se ha descrito previamente (Chen et al.,
2006) en MEF primarios Culda*(Ko-4a scm-4b), Culdb“*(F / t-4a-4b sh), y Culda” control (F / f-4a-4b scm) (Figura
7B, ko, defectlvo k/d, defectivo; scm, mixto). Brevemente, las células MEF en crecimiento exponencial se irradiaron
con 10 J / m?-C de UV (254 nm) y o se recogleron inmediatamente (0 h) o se les dej6 reparar durante la duracién
indicada en la figura. 7B. Se aisl6 el ADN gendmico y se cuantific6 mediante centelleo liquido y mediciones
fluorométricas de ADN tefiido con Hoechst. EI ADN genémico desnaturalizado se fijé a cada pocillo de placas de 96
pocillos revestidos con protamina sulfato y secuencialmente se incub6 con anticuerpo monoclonal especifico para 6-
4PP (64M-2, 1: 5000) o CPD (1: 5000), biotina-fragmento f (ab ) 2 de IgG anti-ratén (H + L) (1: 2000, Zymed) y
peroxidasa-estreptavidina (1: 10.000, Zymed) durante 30 min a 37 ° C. Los pocillos se lavaron con PBS-Tween y 0.1
tampon citrato-fosfato y M se incubaron con la solucién de sustrato (tampén 0,1 M de citrato-fosfato, 0,1 mg / ml de
tetrametilbencidina [TMB], 0,03% de H>O,) a temperatura ambiente durante 30 min. La reaccion enzimatica se
termin6 mediante la adicién de 50 ul de HsPO4 1Ma cada pocillo. La A450 se determiné utilizando un lector de placas
(Molecular Devices).

La progresién del ciclo celular se ensay6 mediante la smcromzamon de MEFsprimarios en GO / G1 por privacién de
suero durante 72 horas, seguido de irradiacion UV (10 J / m ) a las 3 h de la liberacién al medio que contiene suero,
y la cosecha de los MEF en varios puntos de tiempo indicados para el analisis por ensayo de incorporacion de
timidina [*H] (FIG. 7C) (Gitig y Koff, Methods Mol.. Biol, 142: 109-123 (2000)) o, mediante citometria de flujo (Figura

8). Para la medicion de micron(cleos, se irradiaron los MEF conUV a 10 J / m?, se cultivaron durante 48 horas, se
fijaron en paraformaldehido al 4% y se sometieron a tincién con 4 ', 6-diamino-2- fenlllndol (DAPI).

El reconocimiento de ADN dafiados por radiacién UV esta limitada por la piscina celular de DDB2 disponible (Fitch et
al, Reparacion de ADN (Amst), 2:. 819 826 (2003); Tang y Chu, reparacién de ADN (Amst), 1: 601-616 (2002)).La
acumulacion de DDB2 en Cul4a”MEFs llevé a un aumento de la actividad de UV-DDB en comparacion con
Cul4a"MEFs (Figura 7A;. "B" indica compleja DDB-ADN) ensayo de GGR, y una mejora de aproximadamente el
20% de la actividad GGR tanto para los CPD y 6-4 PP, las lesiones mas comunes reparadas por NER, medida por
ELISA basados- el uso de anti-CPD y anticuerpos anti-6-4PP (FIG. 7B).En contraste, el agotamiento de los Cul4bpor
ARNSsh tenido ningun efecto discernible sobre la eficiencia GGR (Fig.7B).Estos resultados demuestran que CUL4A
abrogacién permite la elevacion eficaz de la capacidad GGR mas alld del umbral alcanzable en las células de tipo
salvaje.

Para determinar si la estabilizacion postraduccional de p21 en MEF de Cul4a” demostrada en el Ejemplo 2 hace
cumple el punto de control el dafos en el ADN dependiente de p21, la cinética de la entrada en la fase S se midié en
MEF Cul4a” y salvajes primarios de forma sincronizada en GO / G1-post-UV mediante incorporacién de [*H] timidina.
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Los MEF de tipo salvaje comenzaron a salir de G1 y a incorporar [°H] timidina a las 12 horas post-UV, y la mayoria
entraron en la fase S en 16-20 horas. (Figura 7C). Sin embargo, los MEF de Cul4a" se retrasaron 4-6 horas en la
entrada en fase S después de Ia UV. Para validar que p21 es la dlana principal responsable del retraso de la entrada
en la fase S en MEF Cul4a’, se generaron MED Culda’; p21 "cruzando ratones Culda™ y p21 De hecho, la
eliminacion de p21 anulaba efectivamente la detencion prolongada de G1 asociada con la pérdida de CULA4A, y dio
lugar a la entrada acelerada en la fase S. El 18% de los MEF culda’; p21 + progresaron en la fase S a las 8 horas
después de la UV, similar a lo observado en MEF p21 (Figura. 7C). El andlisis de citometria de flujo confirmé
ademas que los MEF Cul4a” se retrasaron al menos 6 horas en la progresion a la fase S en comparaciéon con los
MEF de tipo salvaje, mientras que la supresion de p21 eliminaba efectlvamente el bloque G1 en células Cul4a"MEF
( Figura 8) .Por lo tanto, la estabilizacién de p21 en las células Cul4a’indicié que el blogie en G1 respondedor a los
dafos en el AND prevenia la entrada prematura en la fase S y que proporcionaba tiempo adicional para que el
mecanismo NER identificara y eliminara las fotolesiones en el ADN.

La delecion del gen p21gen o la eliminaciéon de p21 por ARNsh lentiviral en MEF Cul4a-- condujo a una reduccion
del 8-11% de la actividad NER en la eliminacién de CPD en comparacién con los MEF Cul4a-/-, lo que subraya el
beneficio de la regulacion por aumento de p21 en la eliminacién de fotolesiones inducidas por UV. (Figura 7D). Cabe
destacar que, mientras que la potenciacién de GGR por p21 fue modesta en el ensayo de reparacion de 24 horas
tras una unica dosis fisioldgica de UV (10 J / m?), se magnificaria con eficacia con asaltos repetidos de UV, dosis de
UV mas altoas o una irradiacion prolongada. La ventaja de la detencion prolongada en G1 de los MEF Culda"
TAMBIEN SE SUBRAYA MEDIANTE SU MAYOR CAPACIDAD para mantener la integridad del genoma después de
la exposicién UV, ya que los MEF Cul4a” tenian un 40% menos de microndcleos que los MEF de tipo salvaje
inducidos por irradiacion UV (Figura 7E). La delecion de p21 aboli6 la capacidad de los MEF Cul4a-i-'para prevenir
perturbaciones de la segregacion cromosdémica durante la mitosis. Por lo tanto, la estabilizacién de p21 en células
Culda-- es, en gran parte, responsable del bloque G1 respondedor a los dafos en el ADN y del retraso de la
progresion del ciclo celular en la fase S tras exposicion a UV.

Los resultados de este ejemplo demostraron que las células deficientes en Cul4a tienen actividdes de unién al ADN
danado (UV-DDB) por UV y de reparacion genémica global (GGR) relativas a las células salvajes.

Ejemplo 4

Este ejemplo demuestra que los ratones defectivos en Cul4a especifica de la piel son resistentes a la carcinogénesis
de la piel inducida por UVB.

Los ratones Cula" fueron criados con ratones K14-CREER™M (Vasioukhin, et al., Proc.Natl.Acad.Ciencia.EE.UU.,
96: 8.551-8556 (1999)) para generar ratones defectivos en Cul4a inducible especifica de la piel. Se usaron ratones
de la misma camada de ocho a doce semanas de edad y se afiet6 la piel de la espalda una vez a la semana para el
experimento de irradiacion UV. Antes de la irradiacion UVB, las pieles de la espalda de los ratones Cul4arnf;,K14-
CreERTAM se afeitaron y se aplicé por via topica una solucion de tamoxifeno / DMSO para inducir la delecion del
alelo Cul4a. Como control, los compareros de camada salvajes también recibieron el tratamiento con tamoxifeno /
DMSO (20 mg / dia durante 5 dias). Cada ratén individual fue irradiado hasta que aparecieron tumores en la piel o
durante un maximo de 48 semanas, lo que corresponde a la semana a la cual todos los ratones CUL4A salvajes
desarrollaron tumores en la piel. En tres experimentos independientes, se irradi6 a un total de trece ratones
defectivos en CUL4A y diecinueve ratones compareros de camada salvajes a una dosis de inicio de 2.500 J / m?al
dia y se increment6 gradualmente hasta una dosis maxima de 3.500 J / m? al dia mediante el uso de un banco de
cuatro lamparas UVB (TL20W 311NB Philips lamp, National Biological Co). El flujo UVB se midié con un radiometro
digital UVX (Modelo UVX-31). Se examind a los ratones al menos una vez a la semana para comprobar su salud y el
desarrollo de tumores. Se sacrific6 a los ratones muy enfermos o si los tumores externos superaban 1,5 cm de
diametro. La significacion estadistica se midié utilizando la prueba del orden logaritmico. Para analisis adicionales,
los tumores de piel se fijaron en 10% de formalina a temperatura ambiente durante la noche, se incluyeron en
parafina y se obtuvieron secciones de un espesor de 10u. La tincién con H y E se efectia mediante procedimientos
convencionales. Para la inmunohistoquimica, las secciones del tumor de la piel se desparafinizaron con NEO-
CLEAR ™ Xylene Substitute (65351-85, EMD Chemicals, NJ) y el antigeno recuperado con TRILOGY™ (CMX832,
Cell Marque, CA) con ebullicion a 95 ° C durante 10 minutos. Tras el bloqueo, las secciones se incubaron con
anticuerpos primarios melan-A (A103) (sc-20032, Santa Cruz de Biotecnologia) y p63 (A4A) (sc-8431, Santa Cruz de
Biotecnologia) a 4 °C durante la noche seguido de anticuerpos secundarios y 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) para
la contratincién.

Para evaluar el impacto fisioldgico de la regulacién por aumento simultdnea de la NER y el punto de comprobacion
de los dafios en el ADN en G1/S tras la anulacion de CUL4A, se compararon ratones defectivos en Cul4a inducibles
con tamoxifeno especificA de la piel con animales control Cul4affen cuanto a su susceptibilidad a la carcinogénesis
de la piel inducida por UV. Primero se delecion6 Cul4a en un area afeitada de la piel de la espalda de los ratones
Culdarf;K14- CreERTAM mediante la administracion topica de tamoxifeno, seguido de irradiacion UV-B diaria. Los
ratones control Cul4a’ comenzaron a desarrollar tumores de la piel la semana 27 del tratamiento con UV-B. A Ia
semana 48, todos los ratones Cul4a’” desarrollaron tumores en el area de la piel dorsal afeitada gFlgura 9A). E

analisis histolégico e inmunohistoquimico confirmé que los tumores en los ratones Cul4a’ control eran
principalmente carcinomas de células escamosas (SCC) derivados de origen epidérmico (FIGS. 9B-F).
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Sorprendentemente, todos menos uno de los ratones Cul4a’’;K14-CreER™" se mantuvo sin SCC (FIG. 9A).
También se desarrollaron tumores no SCC (por ejemplo, neoplasia de células fusiformes) y, como era de esperar, se
observo una incidencia similar en ambos grupos Cu/4af/fy Culdaf/f; K14-CREER™, ya que K14-CREER™ no se
expresa en estos tipos de células La espectacular diferencia en la apariciéon de SCC frente a tumores no SCC
sugiere la asociacién especifica de la resistencia del tumor con la pérdida de CUL4A. Cabe destacar que la piel de
Cu/4a”fyCu/4aﬂf;K 14-CreER™ mostré indices apoptéticos similares, lo que indica que la resistencia a SCC es poco
probable debido a una mayor susceptibilidad a la muerte celular en los animales defectivos en Cul4a especifica de la
piel.

Sin desear estar ligado por ninguna teoria en particular, en la figura 10 se presenta un modelo hipotético que
representa el papel de CUL4A en la regulacion de NER y la tumorigénesis en base a los resultados descritos en los
Ejemplos 1-4. CUL4A suprime coordinadamente las vias del punto de comprobacion de los dafios en el ADN en G1/
Sy la NER a través de la degradacién selectiva de DDB2 y p21, respectivamente. Por tanto, la delecién de CUL4A
en las células eleva la respuesta de la capacidad de la NER y de dafios en el ADN en G1S/ADM. La elevacion de la
capacidad de la NER y la respuesta del punto de comprobacion de los dafios en el ADN en G1/S contribuyen a la
mayor resistencia al desarrollo de tumores en ratones defectivos en Cul4a con respecto a los ratones control.

Los resultados de este ejemplo reflejan que la anulacién de CUL4A confiere una mayor proteccién contra la
carcinogénesis de la piel en respuesta a la irradiacion UV.

Ejemplo 5
Este ejemplo demuestra que una (DN) CUL4 dominante negativa mejora la NER in vitro.

Células HCT116 se infectaron con un adenovirus de control o un adenovirus que comprende un gen que codifica un
DN-CUL4 (SEC ID Ne 18). Las células se irradiaron después con 10 J / m’de UV-C. EI ADN gendmico se recogié a 0
horas, 4 horas, 8 horas, y 24 horas y se sondd para las lesiones CPD como se describe en el Ejemplo 3. A
continuacion, se calculd la tasa de actividad NER como la tasa de reparacion CPD como una funcién del tiempo.

Reparacién de CPD en las células HCT116 irradiadas con UV se produjo antes y era mas completa en las células
que expresan un DN-CUL4 en comparacion con las células control (Fig. 11).

Los resultados de este ejemplo confirmaron que una (DN) CUL4 dominante negativa mejora la NER in vitro.
Ejemplo 6

Este ejemplo profético describe un ensayo de cribado de alto rendimiento (HTS) para identificar una sustancia que
modula (por ejemplo, inhibe) la unién de CUL4A a DDBH1

Los estudios de cristalografia de rayos X han revelado los detalles moleculares de la asociacion DDB1-CUL4A
(Angers et al.Nature, 443: 590 - 593 (2006); Li et al., Cell, 124: 105 - 117 (2006)). Se identificaron ocho residuos
dentro de la regién de B-hélice DDB1-BPB (A400, 1402, L404, V443, E537, W561, 1587, y R589) para formar
contactos directos con CUL4A (Figura 12). Tanto DDB1 como CUL4A contienen mdltiples dominios modulares para
las interacciones proteina-proteina que median en el ensamblaje de otros componentes de E3 y reguladores
adicionales. Para dirigir la seleccion de los inhibidores en la interfaz de union CUL4A-DDB1, se establecera un
ensayo de unién con los dominios minimos de cada pareja de unién. Por otra parte, para mejorar la seleccion de
objetivos y optimizar los parametros de ensayo, el cribado inicial se centrara en el sitio de unién entre la superficie
superior de DDB1 BPB (en lo sucesivo, "DDB1 (BPB)") (SEC ID N? y la region de a hélice en N-terinal con exclusién
de la regién N-terminal extremo de CUL4A (en lo sucesivo, "CUL4A (NTD-N)") (SEC ID N¢ 7). Cabe senalar que la
maquinaria cullin ensambla componentes complejos DE E3 de una manera altamente precisa y ordenada de tal
manera que el sustrato se orientara directamente hacia la enzima de conjugacién de E2 conjugacion para aceptar la
ubiquitina. Aunque el extremo N-terminal de CUL4A forma un segundo sitio de union para DDB1 (BPB), se espera
que la interrupcion de la unién entre la superficie superior de DDB1 (BPB) y el dominio a-helicoidal de CUL4A
probablemente oriente erréneamente el sustrato reclutado, como se evidencia por la mutacién de DDB1(BPB)
(BPB), que anula la unién ysuprime efectivamente la actividad de E3 a pesar de la segundo sitio de unién intaco.

El disefio de un ensayo de proximidad luminiscente amplificado no radiactivo basado en esferas se muestra en la
figura. 13, que puede adaptarse para proporcionar una lectura para la interaccion CUL4A (NTD-N) -DDB1 (BPB).
Este ensayo implica tipicamente esferas donantes y aceptoras disefiadas para asociarse con las respectivas parejas
de unién. Tras la excitacién con laser, un fotosensibilizador en la esfera “donante” convierte el oxigeno ambiente en
un estado de singlete mas excitado. Las moléculas de oxigeno en estado de singlete difunden a través para
reaccionar con un derivado de tioxeno en la esfera "aceptora” que genera quimioluminiscencia a 370 nm. Debido a
que la luz emitida es en realidad energia mayor (menor longitud de onda), en la misma esfera se contienen
fluoréforos de actividades adicionales. Después, los fluoréforos emiten luz a 520 - 620 nm. Esta cascada de
reacciones quimicas sélo se produce cuando las esferas donantes y aceptores se ponen en estrecha proximidad (-
200 nm) iniciada por la interaccion entre las parejas de unién. Si la interaccion entre las dos parejas es débil o se ha
interrumpido por los inhibidores, el oxigeno singlete generado por la esfera donantesdecae rapidamente al estado
fundamental debido a que es menos probable que se encuentren las esferas aceptoras.
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Para aplicar el sistema ALPHASCREEN™ (PerkinElmer), esferas donantes acopladas a anticuerpos anti-GST se
utilizan para capturar GST-CUL4A(NTD-N) y esferas receptoras que se unen al marcador FLAG se utilizan para
inmovilizar FLAG-DDB1 (BPB). La proximidad de los donantes a las esferas aceptoras se inducira tras la unién del
CUL4A (NTD-N) a DDB1 (BPB), lo que tiene como resultado la generacion de una sefal luminiscente a 520 nm tras
excitacién a 680 nm, segun lo registrado por un lector de placas ENVISION ™ Multilabel (PerkinElmer). El ensayo de
union ALPHASCREEN™ ™ entre GST-CUL4A (NTD-N) y FLAG-DDB1 (BPB) se realiza en microplacas de 384
pocillos por triplicado y los compuestos que suscitan inhibicién superior al 50% en la fuerza de la sefnal se definen
como "objetivos obtenidos”.

Los pardametros medidos en el ensayo de union CUL4A(NTD-N)-DDB1(BPB) incluyen la afinidad de unién,
especificidad de unién, y la sensibilidad al vehiculo (es decir, DMSO).

La afinidad de union entre CUL4A (NTD-N) y DDB1 (BPB) se determinara mediante la mezcla de una cantidad
constante de GST-CUL4A (NTD-N) (50 nM como punto de partida) con concentraciones crecientes del complejo
FLAG-DDB1 (BPB) (2-200 nM) e incubando a temperatura ambiente durante 2 horas. El volumen de reaccion final
sera 25 pl, , que contiene 5 pl de cada proteina y 5 ul, de tampén ALPHASCREEN™ Después de mezclar, la placa
se incubara a temperatura ambiente, agitando durante 1 hora, seguida de la adicién de 5 ul de cada uno del donante
de union AlphaScreen ™ GST y perlas aceptoras de unién a FLAG (20 ng / ml). La mezcla se equilibrara a
temperatura ambiente durante 1 hora antes de la lectura. Cada punto de datos se realiara por triplicado. Los datos
de unién se analizaran mediante el software GraphPad Prism, y se determinara una Kgaparente.

Para demostrar la especificidad de la union CUL4A (NTD-N) -DDB1 (BPB) se realizaran ensayos de competiciéon con
CUL4A(NTD-N) and DDB1(BPB) sin marcar. Al aumentar las concentraciones de CUL4A(NTD-N) or DDB1(BPB) sin
marcar suprimen la unién entre GST-CUL4A (NTD-N) y FLAG-DDB1 (BPB), la Clsp puede determinarse. El control
negativo es el FLAG-DDB1 (BPB-W561A) mutante, que es incapaz de unirse a CUL4A (Li et al, Cell, 124: 105-17
(2006)). 105 - 17 (2006)).

Un ensayo HTS eficaz requiere que los objetivos proteicos retengan la actividad bioldégica completa en
concentraciones significativas de DMSO, el disolvente utilizado para disolver bibliotecas de pequefas moléculas.
Para analizar la sensibilidad al DMSO de GST-CUL4A (NTD-N) y FLAG-DDB1 (BPB) en el formato
ALPHASCREEN™ se afnadiran concentraciones crecientes (0-20%) a la mezcla de unién para determinar la
concentracién mas alta que aun conserva la interaccion eficiente.

Este ensayo de unién entre CUL4A (NTD-N) purificado por afinidad recombinante y DDB1 (BPB) para el formato
AlphaScreen ™ hace hincapié en la importante interfaz proteina-proteina para su interrogacion. Este enfoque puede
reducir la posibilidad de encontrar compuestos que afectan a los sitios de unién alostéricos en otra parte en CUL4A
de longitud completa o DDB1 que pueden alterar la estructura terciaria, lo que resulta en la retirada efectiva de
asociacion DDB1-CUL4A. Por lo tanto, un enfoque alternativo emplea CUL4A de longitud completa (por ejemplo,
SEC ID N° 1) y DDB1 (p. ej., SEC ID N2 3) como parejas de unién en el formato de ensayo AlphaScreen ™
utilizando DDB1 de longitud completa con un marcador-MARCA en N-terminal y CUL4A de longitud completa (hecha
mediante la coexpresion de CUL4A con Rbx1 utilizando un vector pCool bicistronico derivado de pGEX-4T-1 para
mejorar la expresion y el plegamiento / solubilidad de CUL4A (Li et al, Cell, 124: 105 - 17 (2006)). En aun otro
enfoque, un fragmento de CUL4A (por ejemplo, SEC ID N2 5 o la SEC ID N2 6) y DDB1 o DDB1(BPB) se utilizan
como parejas de unién en el ensayo ALPHASCREEN™. Este ensayo puede identificar objetidos adicionales que
alteren el ensamblaje preciso de DDB1-CUL4A requerido para la actividad ligasa E3.

Ejemplo 7

Este ejemplo profético describe ensayos HTS cuantitativos para identificar pequefias moléculas que alteran la
interaccion DDB1-CUL4A y la actividad ubiquitina ligasa.

Debido a que una Unica mutacién puntual en DDB1 (BPB-W561A) es suficiente para interrumpir la unién de DDB1-
CULA4A (Li et al, Cell, 124: 105-17 (2006)), es posible que las pequefias moléculas dirigidas al punto clave de la
interfaz DDB1-CUL4A o en un sitio secundario que induce cambios alostéricos en la conformacién puede colapsar
de manera efectiva el modulo de interaccién DDB1-CUL4A y suprimira la funcién ubiquitina ligasa.

Se realizara un cribado de alto rendimiento a gran escala de los compuestos de la biblioteca para identificar
compuestos que alteran la interaccién DDB1 (BPB) -CUL4A (NTD-N) utilizando el ensayo descrito en el Ejemplo 6
.Cada componente de la reaccion de unién se valora de manera que la concentracion final de cada una esté cecrca
del limite superior del intervalo de la respuesta lineal. El orden 6ptimo de la adicién de parejas de union se puede
determinar de la siguiente manera. En primer lugar, GST-CUL4A (NTD-N) se incuba con los compuestos, y FLAG-
DDB1 (BPB) se afiade posteriormente antes de grabar el resultado. El cribado se realiza en una estacion de trabajo
de manipulacion de liquidos Biomek FX equipada con unidades de apilacion de placas y de pipeteado en cuadrante
(Beckman). El ensayo DDB1(BPB)-CUL4A(NTD-N) ALPHASCREEN™ se realiza en un formato de microplaca de
384 pocillos con 352 compuestos Unicos en cada placa. La columna 1 y la columna 24 contienen controles (GST-
CUL4A (NTD-N) y FLAG-DDB1 (BPB)) positivos y (GST-CUL4A (NTD-N) y FLAG-DDB1 (BPB-W561A)) negativos.
Los compuestos se diluyen en DMSO a la concentraciéon 6ptima determinada como se describe en el Ejemplo 6
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anterior para maximizar la senal, y se dispensan en los pocillos de la placa en alicuotas de 1 pl. Esto da una
concentracion final de compuesto 10 mM en la reaccion de unién 10 pl , que se afiade al mismo tiempo que el GST-
CUL4A (NTD-N) y FLAG-DDB1 (BPB) a la concentracion optima y el orden de adicion para este ensayo de union. Se
afnaden perlas de donante y aceptor y se incubaron durante 1 hora, y la sefial de AlphaScreen ™ se leen en un
lector de ENVISION ™ multidisco (PerkinElmer). Cada placa debe tener una puntuaciéon Z 'de 0,5 o mayor con las
dos pocillos de control positivo y negativo (Zhang et al., J. Biomol. Screen, 4 67 - 73 (1999)). El factor Z '(por la
calidad de ensayo) se calculara de forma automatica durante el andlisis de los datos utilizando el paquete de
software ActivityBase (software IDBS, Emeryville, CA) para cada placa. Los compuestos que causan una reduccion
del 50% en la sefal luminiscente en dos ensayos independientes se clasifican como objetivos obtenidos y se
someten a la posterior validacion en cribados secundarios.

Se realizaran mudltiples cribados secundarios y ensayos de especificidad para eliminar los falsos positivos y los
inhibidores inespecificos. Se eliminan los compuestos que se ha determinado que son “inespecificos", segln se
documenta mediante la base de datos central del Sloan Kettering HTS que se mostré previamente que obtenian
multiples dianas en multiples ensayos. La medicion de la Clso de los objetivos obtenidos usando una serie de
diluciones del compuesto de 2 veces en formato de HTS con los compuestos objetivo obtenidos permite la basqueda
de sdlo aquellos compuestos que muestran inhibicién dependiente de la dosis Los objetivos obtenidos se organizan
en grupos de compuestos estructuralmente relacionados para identificar armazoness comunes y para examinar la
relacién estructura-actividad (SAR) de estos objetivos obtenidos y los "no objetivos” (es decir, sin inhibicién) con
estructuras relacionadas de la base de datos de la biblioteca quimica. El andlisis SAR sirve como filtro para la
confirmacién de los objetivos obtenidos y define las caracteristicas estructurales bésicas de estos inhibidores. La
reversibilidad de la inhibicion se determina por dialisis de la mezcla del complejo de proteina con el compuesto de
ensayo. Esto elimina el inhibidor y restaura la sefal para controlar los niveles si la inhibicién es reversible. La
autenticidad de la inhibicion de los compuestos objetivos obtenidos se pone a prueba ain mas mediante un ensayo
de ubiquitinacion convencional in vitro de DDB1. Ademas, los ensayos de pull-down en presencia y ausencia de los
compuestos objetivo se llevaran a cabo como un ensayo independiente para verificar la perturbacion de la
interaccion DDB1 (BPB) -CUL4A (NTD-N). Se buscaran los compuesto (s) objetivos que cumplan todos los criterios
establecidos. Cualquier compuesto que inhiba de forma irreversible la asociacién DDB1 (BPB) -CUL4A (NTD-N), que
sea especifico puede buscarse, ya que los dos farmacos antibacterianos y anticancerosos mas largos estan en esta
clase (penicilina 'y 5-FU).

Los compuestos del cribado secundario con balores de Clsy potentes se eligen para probar si perturban las
actividades de la DDB 1 CUL4A ubiquitina ligasa y NER-1 in vivo. Antes de la prueba de las actividades in vivo de
los compuestos principales, la permeabilidad celular de los candidatos se determinara usando el ensayo de
permeabilidad de la membrana artificial paralelo (PAMPA), que utiliza una membrana llena de lipidos para
determinar las propiedades de permeabilidad transcelular pasiva de los potenciales compuestos farmacoldgicos
(Kansy et al., J. Med.. Chem, 41: 1007 - 10 (1998)). El ensayo PAMPA (Millipore) es relativamente simple, barato y
sencillo, pero produce resultados comparables a los ensayos basados en células tradicionales como los que utilizan
células Caco-2 (Kansy et al., J. Med.. Chem, 41: 1007 - 10 (1998)). Los compuestos con una buena permeabilidad
celular se pondra a prueba posteriormente en lineas celulares. Cables potentes que muestran poca permeabilidad
de membrana pueden modificars para que sean mas lipofilicos para mejorar la permeabilidad de la membrana, al
tiempo que se tiene cuidado de evitar comprometer la solubilidad.

Las células MEF primarias de Cul4A™ and DDB1"" (Cang et al., Cell, 127: 929-40 (2006)) y células de cancer de
colon HCT116 humanas son lineas celulares modelo establecidas para probar los efectos de los inhibidores sobre la
degradacién de DDB2 y para medir los efectos sobre la actividad NER. Las células se trataron con compuestos de
ensayo o vehiculo durante 4 horas, y luego se cosecharon y lisaron por inmunotransferencia usando anticuerpos
contra DDB2, DDB1, CUL4A, y B-actina (control). Los compuestos que causan selectivamente un aumento en la
expresion DDB2 se evallan adicionalmente por su capacidad para reparar los CPD inducidos por UV y 6,4-PP
utilizando el ensayo basado en ELISA descrito en el Ejemplo 3 anterior. Como control de especificidad compuesto,
las células MEF primarias Cul4A"y DDB1™MEF células se infectaran con adenovirus recombinantes que expresan
la recombinasa Cre para eliminar Cul4a or DDB1 enddgenos antes de la adicién de los compuestos principales para
determinar si los efectos inhibitorios de verdad dependen de la DDB1-CUL4A ubiquitina ligasa. Un lentivirus
recombinante vehiculo de los shARN para CUL4A o DDB1 humano también se puede utilizar para evaluar la
especificidad de los compuestos en las células HCT116 humanas.

Los inhibidores de molécula pequena identificados de acuerdo con los procedimientos descritos en este ejemplo se
pueden co-cristalizar con CUL4A o DDB1 con el fin de determinar la base molecular de la inhibicion y se ensayaron
en el sistema de modelo de ratén de cancer de piel UV descrito anteriormente para evaluar su eficacia en la
proteccion de contra la carcinogénesis de la piel, y para desarrollar aln mas estos inhibidores sintéticos como
agentes anticancerosos para la prevencion y el tratamiento de tumores malignos humanos.

Ejemplo 8

Este ejemplo profético demuestra otra forma de realizaciéon del procedimiento de la invenciéon para identificar una
substancia que modula (por ejemplo, inhibe) la actividad de ubiquitina ligasa de CUL4A que es adecuado para la
identificacion de inhibidores peptidicos.
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Los inhibidores basados en péptidos que interacionan con cualquiera de DDB1 (BPB) o CUL4A (NTDN) se pueden
identificar mediante el cribado de bibliotecas de expresién en fagos usando el protocolo descrito en la figura. 14.
Para resumir brevemente, FLAG-DDB1 (BPB) o GST-CUL4A (NTD-N) se inmovilizan sobre placas de ELISA d €96
pocillos recubiertos con el anticuerpo FLAG o GST y se incubaron con 10 pl deLA biblioteca en fagos en cada
pocillo. Tras un extenso lavado, el fago unido se eluyé mediante tripsinizacién o tampén de elucién en glicina a pH
bajo e infecté en E. coli para la amplificacion, secuenciacién y segunda y tercera ronda de panning que enriquecen
los péptidos de alta afinidad. Los péptidos seleccionados se sintetizan usando un sintetizador de péptidos (Protein
Technologies, Inc.), se purificaron por HPLC y se evaluaron en el ensayo de CUL4A (NTD-N) -DDB1 (BPB)
AlphaScreen ™ como se describe en el Ejemplo 6 y el Ejemplo 7 para su eficacia en el bloqueo de la interfaz de
unién, y la inhibicién de la ubiquitinacién de DDB1 in vitro. Los péptidos que muestran al menos el 50% de inhibicion
de la actividad de union o E3 ligasa se evaltan in vivo en células MEF Cul4A™"y DDB1""o células HCT 116 humanas
para la inhibicién de la ubiquitinaciéon y degradacién de DDB2, y para mejorar la actividad NER contra CPD inducidos
por UV o 6,4-PP en el ADN. Para mejorar la permeabilidad de la membrana, los péptidos sintéticos se pueden
vincular con la secuencia sefal de transduccién de membrana de HIV-TAT (Nagahara et al., Nat.. Med, 1449 - 52
(1998)). La estabilidad de los inhibidores peptidicos identificados contra las peptidasas celulares se puede mejorar
mediante la aplicacién de la tecnologia de péptido retro-inverso para sintetizar los péptidos optimizados utilizando D-
aminoacidos unidos en el orden inverso al del péptido parental. Tales péptidos retro-inversos presentan sus cadenas
laterales en orientaciones similar a la estructura original, pero son resistentes a la escisién por peptidasas in vivo
(Angers et al.Nature, 443: 590 - 3 (2006); Van Regenmortel and Muller, Curr. Opin. Biotechnol., 9: 377 - 82 (1998)).

Ejemplos de bibliotecas de expresion en fagos incluyen, sin limitacién, bibliotecas CX1oC / p8 + 8, bibliotecas
NNS2p8 / 8 + bibliotecas y bibliotecas en un armazén knottin, que se describen en la Tabla 1.

Tabla 1

Nombre CX10C-1 CX10C-2 NNS2p-1 [NNS2-2 [Knottin-1 Knottin-2
Vector pC89s pC89s pC89s pC89s pC89s pC89s
Tipo p8+8 p8+8 p8+8 p8+8 p8+8 p8+8
Forma de Lineal Lineal
expresion

Ciclica Ciclica Estructurada|Estructurada
Copias / ~ 200 ~ 200 ~ 200 ~ 200 ~ 200 ~ 200
virién
Diversidad  |5,4x10%® [1,9x10° [8,8x10% [7,04x10° |1 x10° 0,5x 10°
Titulo (ufe/ml)|{1,35 x 10" [4,05x 10 |1 x 10" |1 x10™ [3,4x10® |1x10"®

Las dos bibliotecas de expresion en fagos de CX1oC/p8+8 contienen 2,44 x 10° secuencias de cisteina limitada de10-
aminodcidos de longitud. Las dos bibliotecas de NNSzo/ P8 + 8 contienen 1,58 x 10°secuencias largas lineales de 20
aminoacidos de longitud. Ademas de péptidos existentes en forma ciclica o lineal, sino que también es deseable que
los péptidos se expresen en un armazén de proteinas definido. Por consiguiente, las bibliotecas de expresiéon en
fagos en un armazén knottin también se pueden someter a deteccidon selectiva. Las Knottins son proteinas
funcionalmente diversas, pero relacionadas estructuralmente, por lo general de menos de 40 residuos de longitud.
Todas las knottins comparten un armazén comun que comprende una pequefia estructura en lamina B antiparalela
de triple cadena y puentes disulfuro.

El uso de los términos “un” y “una/uno” y “el/la” y referencias similares en el contexto de la descripcién de la
invencion (especialmente en el contexto de las reivindicaciones siguientes) se debera interpretar que abarca tanto el
singular como el plural, a menos que se indique lo contrario en el presente documento o esté claramente
contraindicado por el contexto. Los términos “que comprende”, "que tiene”, “incluyendo” y “que contiene" se deben
interpretar como términos abiertos (es decir, que significan incluyendo, aunque sin limitaciones”, a menos que se
indique lo contrario. Los intervalos de valores citados en el presente documento estan destinados simplmente a
servir como método abreviado de hacer referencia individualmente a cada valor por separado que entra dentro del
intervalo, a menos que se indique lo contrario en el presente documento, y cada valor distinto se incorpora en la
memoria descriptiva como si se hubiera citado individualmente en el presente documento. Todos los procedimientos
descritos en el presente documento se pueden realizar en cualquier orden adecuado, a menos que se indique lo
contrario en eo presente documento o que, de otro modo, claramente se contradiga en el contexto. El uso de
cualquiera y todos los ejemplos, o términos ilustrativos (p. €j., “tal como”) proporcionados en el presente documento
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esta destinado simplemente a iluminar mejor la invencion y no impone una limitaciéon del ambito de la invencion a
menos que se reivindique de otro modo. Ninguna expresion en la memora descriptiva se debe interpretar como
indicativa de ningln elemento no reivindicado esencial en la practica de la invencién.

Realizaciones preferidas de la presente invencién se describen en el presente documento, incluido el mejor modo
conocido por los inventores para llevar a cabo la invencion. Variaciones de estas realizaciones preferidas pueden ser
evidentes para los expertos en la técnica a la luz de la lectura de la descripcién anterior. Los inventores esperan que
los expertos usen dichas variaciones segun sea adecuado y los inventores pretenden que la invencién se ponga en
practica de otro modo distinto a lo descrito especificamente en el presente documento. De acuerdo con esto, la
presente invencion incluye todas las modificaciones y equivalentes de la materia objeto citada en las
reivindicaciones adjuntas segun lo permitido por la legislacion aplicable. Ademas, cualquier combinacioén de los
elementos descritos anteriormente en todas las posibles variaciones de la misma entra dentro de la invencion a
menos que se indique lo contrario en el presente documento o el contexto contradiga claramente lo otra cosa.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A en un animal para la preparacién de un
medicamento para prevenir o tratar una afeccion asociada con dafos en el ADN en un animal, en el que la sustancia
esta seleccionada del grupo que consiste en un polipéptido que comprende un fragmento de la regién N-terminal de
CUL4A o un anélogo, homodlogo, derivado del mismo que funciona de manera similar a la regién N-terminal de
CUL4A, un ARN de interferencia pequefio (ARNsi) de CUL4A, un ARN de horquilla corta (ARNsh) de CUL4A, un
oligonucledtido antisentido de CUL4A, un aptdmero de CUL4A, y una ribozima de CUL4A, y en el que el
medicamento es para ser administrado a un animal para provocar un aumento en la actividad de reparacion por
escision de nucledtidos con el fin de prevenir o tratar una afeccion asociada con el dafos en el ADN en el animal.

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que la sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A inhibe la expresion de
CUL4A

3. El uso de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que la sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A
interrumpe la unién de CUL4A a la proteina 1 de unién al ADN dariado (DDB1).

4. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la sustancia es un siARN de CUL4A o un shARN
de CUL4A.

5. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la afeccion asociada con dafos en el ADN se
selecciona del grupo que consiste en el envejecimiento, exposicién prolongada a radiacion ultravioleta (UV),
exposicion a un carcinbgeno quimico, cancer, xeroderma pigmentoso, sindrome de Cockayne, y ataxia-
telangiectasia.

6. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la afeccién asociada con dafnos en el ADN es la
exposicion prolongada a radiacion UV.

7. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el medicamento es una composicion de filtro solar
que comprende:

(a) la sustancia que interfiere con la actividad de CUL4A,

(b) una cantidad fotoprotectora de un compuesto de filtro solar capaz de filtrar la radiacién UV que tiene una
longitud de onda de 280 nm a 320 nm (UV-B) y / 0 320 nm a 400 nm (UV-A), y

(c) un vehiculo cosméticamente aceptable.

8. El uso de la reivindicacion 7, en el que el compuesto de filtro solar esta seleccionado del grupo que consiste en
sulisobenzona, dioxibenzona, antranilato de metilo, &cido 4-aminobenzoico (PABA), amil dimetil PABA, octil dimetil
PABA, PABA de glicerilo, p-metoxicinamato de 2-etoxietilo, dietanolamina p-metoxicinamato, p-metoxicinamato de
etilhexilo, trioleato de digaloilo, 4-bis (hidroxipropil)aminobenzoato de etilo, 2-etilhexil-2-ciano-3,3-difenilacrilato,
salicilato de 2-etilhexilo, salicilato de homomentilo, salicilato de trietanolamina, acido 2-fenilbencimidazol-5-sulfénico,
vaselina roja, diéxido de titanio, 6xido de zinc, y combinaciones de los mismos.
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FIG. 14
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