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DESCRIPCION
Inhibidores de cinasa y usos de los mismos
Campo de la invencion

La invencion se refiere a biologia celular, a usos de péptidos inhibidores de cinasa y acidos nucleicos que codifican
para los péptidos, y a usos terapéuticos de los mismos.

Antecedentes
Cinasas

Las cinasas son un grupo ubicuo de enzimas que catalizan la reaccion de transferencia del grupo fosforilo desde un
donador de fosfato (habitualmente ATP) hasta un sustrato receptor. Aunque todas las cinasas catalizan
esencialmente la misma reaccién de transferencia de fosforilo, presentan una diversidad notable en su especificidad
de sustrato, estructura y rutas en las que participan. Una clasificacion reciente de todas las secuencias de cinasas
disponibles (aproximadamente 60.000 secuencias) indica que las cinasas pueden agruparse en 25 familias de
proteinas homélogas. Estas familias de cinasas se relinen en 12 grupos de plegamiento basados en la similitud del
plegamiento estructural. 22 de las 25 familias (aproximadamente el 98,8% de todas las secuencias) pertenecen a 10
grupos de plegamiento para los que se conoce el plegamiento estructural. De las otras 3 familias, la polifosfato
cinasa forma un grupo de plegamiento distinto; las 2 familias restantes son tanto cinasas integrales de membrana
como comprenden el grupo de plegamiento final. Estos grupos de plegamiento no sélo incluyen algunos de los
plegamientos de proteinas mas ampliamente extendidos, tales como plegamiento de tipo Rossmann, plegamiento de
tipo ferredoxina, plegamiento de tipo barriles TIM y plegamiento de tipo barril § antiparalelo, sino también todas las
clases principales de estructuras de proteinas (todas las o, todas las B, a+p, o/f). Dentro de un grupo de
plegamiento, el nicleo de dominio de unién a nucledtidos de cada familia tiene la misma arquitectura y la topologia
del nucleo de la proteina o bien es idéntica o bien esta relacionada con permutacion circular. No esta implicada
homologia entre las familias dentro de un grupo de plegamiento.

Las cinasas del grupo | (23.124 secuencias) incorporan la proteina S/T-Y cinasa, proteina cinasa atipica, lipido
cinasa y enzimas ATP-grasp y comprenden ademds la familia de proteina S/T-Y cinasa y proteina cinasa atipica
(22.074 secuencias). Estas cinasas incluyen: colina cinasa (EC 2.7.1.32); proteina cinasa (EC 2.7.137); fosforilasa
cinasa (EC 2.7.1.38); homoserina cinasa (EC 2.7.1.39); I-fosfatidilinositol 4-cinasa (EC 2.7.1.67); estreptomicina 6-
cinasa (EC 2.7.1.72); etanolamina cinasa (EC 2.7.1.82); estreptomicina 3’-cinasa (EC 2.7.1.87); kanamicina cinasa
(EC 2.7.1.95); 5-metiltiorribosa cinasa (EC 2.7.1.100); viomicina cinasa (EC 2.7.1.103); [hidroximetilglutaril-CoA
reductasa (NADPH,)] cinasa (EC 2.7.1.109); proteina-tirosina cinasa (EC 2.7.1.112); [isocitrato deshidrogenasa
(NADP+)] cinasa (EC 2.7.1.116); [cadena ligera de miosina] cinasa (EC 2.7.1.117); higromicina-B cinasa (EC
2.7.1.119); proteina dependiente de calcio/calmodulina cinasa (EC 2.7.1.123); rodopsina cinasa (EC 2.7.1.125);
[receptor beta-adrenérgico] cinasa (EC 2.7.1.126); [cadena pesada de miosina] cinasa (EC 2.7.1.129); [proteina Tau]
cinasa (EC 2.7.1.135); macrdlido 2’-cinasa (EC 2.7.1.136); |-fosfatidilinositol 3-cinasa (EC 2.7.1.137); subunidad de
[ARN-polimerasa] cinasa (EC 2.7.1.141); fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinasa (EC 2.7.1.133); y fosfatidilinositol-4-
fosfato 3-cinasa (EC 2.7.1.154). El grupo | comprende ademas la familia de lipido cinasa (321 secuencias). Estas
cinasas incluyen: |-fosfatidilinositol-4-fosfato 5-cinasa (EC 2.7.1.68); |-D-mioinositol-trifosfato 3-cinasa (EC
2.7.1.127); inositol-tetrakisfosfato 5-cinasa (EC 2.7.1.140); I-fosfatidilinositol-5-fosfato 4-cinasa (EC 2.7.1.149); I-
fosfatidilinositol-3-fosfato 5-cinasa (EC 2.7.1.150); inositol-polifosfato multicinasa (EC 2.7.1.151); e inositol-
hexakisfosfato cinasa (EC 2.7.4.21). El grupo | comprende ademas las ATP-grasp cinasas (729 secuencias), que
incluyen inositol-tetrakisfosfato I-cinasa (EC 2.7.1.134); piruvato, fosfato dicinasa (EC 2.7.9.1); y piruvato, agua
dicinasa (EC 2.7.9.2).

Las cinasas del grupo Il (17.071 secuencias) incorporan las cinasas de tipo Rossman. El grupo Il comprende: (i) la
familia de cinasas de bucle P (7.732 secuencias), que incluyen gluconocinasa (EC 2.7.1.12); fosforribulocinasa (EC
2.7.1.19); timidina cinasa (EC 2.7.1.21); ribosilnicotinamida cinasa (EC 2.7.1.22); desfosfo-CoA cinasa (EC 2.7.1.24);
adenililsulfato cinasa (EC 2.7.1.25); pantotenato cinasa (EC 2.7.1.33); proteina cinasa (bacteriana) (EC 2.7.1.37);
uridina cinasa (EC 2.7.1.48); shikimato cinasa (EC 2.7.1.71); desoxicitidina cinasa (EC 2.7.1.74); desoxiadenosina
cinasa (EC 2.7.1.76); polinucledtido 5’-hidroxil-cinasa (EC 2.7.1.78); 6-fosfofructo-2-cinasa (EC 2.7.1.105);
desoxiguanosina cinasa (EC 2.7.1.113); tetraacildisacarido 4’-cinasa (EC 2.7.1.130); desoxinucledsido cinasa (EC
2.7.1.145); adenosilcobinamida cinasa (EC 2.7.1.156); polifosfato cinasa (EC 2.7.4.1); fosfomevalonato cinasa (EC
2.7.4.2); adenilato cinasa (EC 2.7.4.3); nucleésido-fosfato cinasa (EC 2.7.4.4); guanilato cinasa (EC 2.7.4.8);
timidilato cinasa (EC 2.7.4.9); nucleédsido-trifosfato-adenilato cinasa (EC 2.7.4.10); (desoxi)nucledsido-fosfato cinasa
(EC 2.7.4.13); citidilato cinasa (EC 2.7.4.14); y uridilato cinasa (EC 2.7.4.-); (ii) la familia de fosfoenolpiruvato
carboxicinasa (815 secuencias), que incluye proteina cinasa (HPr cinasa/fosfatasa) (EC 2.7.1.37); fosfoenolpiruvato
carboxicinasa (GTP) (EC 4.1.1.32); y fosfoenolpiruvato carboxicinasa (ATP) (EC 4.1.1.49); (iii) la familia de
fosfoglicerato cinasa (1.351 secuencias), que incluye fosfoglicerato cinasa (EC 2.7.2.3) y fosfoglicerato cinasa (GTP)
(EC 2.7.2.10); (iv) la familia de aspartocinasa (2.171 secuencias), que incluye carbamato cinasa (EC 2.7.2.2);
aspartato cinasa (EC 2.7.2.4); acetilglutamato cinasa (EC 2.7.2.8 1); glutamato 5-cinasa (EC 2.7.2.1) y uridilato
cinasa (EC 2.7.4.-); (v) la familia de cinasas de tipo fosfofructocinasa (1.998 secuencias), que incluye 6-
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fosfofrutocinasa (EC 2.7.1.1 1); NAD(+) cinasa (EC 2.7.1.23); |-fosfofructocinasa (EC 2.7.1.56); difosfato-fructosa-6-
fosfato |-fosfotransferasa (EC 2.7.1.90); esfinganina cinasa (EC 2.7.1.91); diacilglicerol cinasa (EC 2.7.1.107); y
ceramida cinasa (EC 2.7.1.138); (vi) la familia de tipo ribocinasa (2.722 secuencias), que incluye glucocinasa (EC
2.7.1.2); cetohexocinasa (EC 2.7.13); fructocinasa (EC 2.7.1.4); 6-fosfofructocinasa (EC 2.7.1.11); ribocinasa (EC
2.7.1.15); adenosina cinasa (EC 2.7.1.20); piridoxal cinasa (EC 2.7.135); 2-deshidro-3-desoxigluconocinasa (EC
2.7.1.45); hidroximetilpirimidina cinasa (EC 2.7.1.49); hidroxietiltiazol cinasa (EC 2.7.1.50); |-fosfofructocinasa (EC
2.7.1.56); inosina cinasa (EC 2.7.1.73); 5-deshidro-2-desoxigluconocinasa (EC 2.7.1.92); tagatosa-6-fosfato cinasa
(EC 2.7.1.144); fosfofructocinasa dependiente de ADP (EC 2.7.1.146); glucocinasa dependiente de ADP (EC
2.7.1.147); y fosfometilpirimidina cinasa (EC 2.7.4.7); (vii) la familia de tiamina pirofosfocinasa (175 secuencias), que
incluye tiamina pirofosfocinasa (EC 2.7.6.2); y (viii) la familia de glicerato cinasa (107 secuencias), que incluye
glicerato cinasa ( (EC 2.7.1.31).

Las cinasas del grupo Il (10.973 secuencias) comprenden (i) las cinasas de plegamiento de tipo ferredoxina; (ii) la
familia de nucledsido-difosfato cinasa (923 secuencias), que incluye nucleésido-difosfato cinasa (EC 2.7.4.6); (iii) la
familia de HPPK cinasa (609 secuencias), que incluye 2-amino-4-hidroxi-6-hidroximetildihidropteridina
pirofosfocinasa (EC 2.7.6.3); (iv) la familia de guanido cinasa (324 secuencias), que incluye guanidoacetato cinasa
(EC 2.7.3.1); creatina cinasa (EC 2.7.3.2); arginina cinasa (EC 2.7.3.3); y lombricina cinasa (EC 2.7.3.5); (v) la familia
de histidina cinasa (9.117 secuencias), que incluye proteina cinasa (histidina cinasa) (EC 2.7.1.37); [piruvato
deshidrogenasa(lipoamida)] cinasa (EC 2.7.1.99); y [3-metil-2-oxibutanoato deshidrogenasa(lipoamida)] cinasa (EC
2.7.1.115).

Las cinasas del grupo IV (2.768 secuencias) incorporan cinasas de tipo H, que incluyen hexocinasa (EC 2.7.1.1);
glucocinasa (EC 2.7.1.2); fructocinasa (EC 2.7.1.4); ramnulocinasa (EC 2.7.1.5); manocinasa (EC 2.7.1.7);
gluconocinasa (EC 2.7.1.12); L-ribulocinasa (EC 2.7.1.16); xilulocinasa (EC 2.7.1.17); eritritol cinasa (EC 2.7.1.27);
glicerol cinasa (EC 2.7.1.30); pantotenato cinasa (EC 2.7.1.33); D-ribulocinasa (EC 2.7.1.47); L-fucolocinasa (EC
2.7.1.51); L-xilulocinasa (EC 2.7.1.53); alosa cinasa (EC 2.7.1.55); 2-deshidro-3-desoxigalactonocinasa (EC
2.7.1.58); N-acetilglucosamina cinasa (EC 2.7.1.59); N-acilmanosamina cinasa (EC 2.7.1.60); polifosfato-glucosa
fosfotransferasa (EC 2.7.1.63); beta-glucésido cinasa (EC 2.7.1.85); acetato cinasa (EC 2.7.2.1); butirato cinasa (EC
2.7.2.7); acido graso de cadena ramificada cinasa (EC 2.7.2.14); y propionato cinasa (EC 2.7.2.-).

Las cinasas del grupo V (1.119 secuencias) incorporan cinasas de tipo barril TIM B/a, que incluyen piruvato cinasa
(EC 2.7.1.40).

Las cinasas del grupo VI (885 secuencias) incorporan GHMP cinasas. Estas enzimas incluyen galactocinasa (EC
2.7.1.6); mevalonato cinasa (EC 2.7.1.36); homoserina cinasa (EC 2.7.1.39);, L-arabinocinasa (EC 2.7.1.46);
fucocinasa (EC 2.7.1.52); shikimato cinasa (EC 2.7.1.71); 4-(citidina 5’-difosfo)-2-C-metil-D-eritriol cinasa (EC
2.7.1.148); y fosfomevalonato cinasa (EC 2.7.4.2).

Las cinasas del grupo VIl (1.843 secuencias) incorporan cinasas de tipo AIR sintetasa, que incluyen tiamina-fosfato
cinasa (EC 2.7.4.16) y seleniuro, agua dicinasa (EC 2.7.9.3).

Las cinasas del grupo VIl (565 secuencias) incorporan riboflavina cinasas (565 secuencias), que incluyen riboflavina
cinasa (EC 2.7.1.26).

Las cinasas del grupo IX (197 secuencias) incorporan dihidroxiacetona cinasas, que incluyen glicerona cinasa (EC
2.7.1.29).

Las cinasas del grupo X (148 secuencias) incorporan supuestas glicerato cinasas, que incluyen glicerato cinasa (EC
2.7.1.31).

Las cinasas del grupo XlI (446 secuencias) incorporan polifosfato cinasas, que incluyen polifosfato cinasas (EC
2.7.4.1).

Las cinasas del grupo Xll (263 secuencias) incorporan cinasas integrales de membrana. El grupo Xll comprende la
familia de dolicol cinasa, que incluyen dolicol cinasas (EC 2.7.1.108); y la familia de undecaprenol cinasa, que
incluyen undecaprenol cinasas (EC 2.7.1.66).

Las cinasas, que estan entre las enzimas mejor estudiadas a nivel estructural, bioquimico y celular, desempefian
papeles indispensables en numerosas rutas metabdlicas y de sefializacion celulares. Aunque todas las cinasas usan
el mismo donador de fosfato (en la mayoria de los casos, ATP) y parecen catalizar aparentemente la misma
reaccion de transferencia de fosforilo, presentan diversidad notable en sus plegamientos estructurales y mecanismos
de reconocimiento de sustrato. Esto se debe probablemente en gran medida a la naturaleza extraordinariamente
diversa de las estructuras y propiedades de sus sustratos.

Rutas de transduccion de sefales

La familia AGC de proteina cinasas, que comprende isoformas de proteina cinasa B (PKB, también conocida como
Akt), cinasa p70 ribosémica S6 (S6K), proteina cinasa inducida por suero y glucocorticoides (SGK) e isoformas
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atipicas de proteina cinasa C (PKC), se activa en el plazo de minutos de la estimulacién inducida por factores de
crecimiento o insulina de fosfatidilinositol 3-cinasa (Pls-cinasa). Una vez activada, PKB/Akt se fosforila y modula la
funcion de varias proteinas reguladoras importantes, dando como resultado la inhibicion de la apoptosis, la
formacion de division celular y la estimulacion de la captacion y el almacenamiento de glucosa. La serina/treonina
cinasa Akt (proteina cinasa B) es una enzima critica en rutas de transduccién de sefales implicadas en la
proliferacion celular, apoptosis, angiogénesis y diabetes. Se conocen tres isoformas de Akt (a, B, y o Akt 1, 2, 3) en
mamiferos. Estas isoformas presentan un alto grado de homologia pero difieren ligeramente en la ubicacién de sus
sitios de fosforilacion reguladores. Las enzimas Akt estan compuestas por tres regiones funcionalmente distintas: 1)
un dominio de homologia a pleckstrina (PH) N-terminal; 2) un dominio catalitico central; y 3) un motivo hidréfobo
C-terminal. El dominio PH en la regién N-terminal de Akt proporciona un modulo de unién a lipidos para dirigir la Akt
a PIP2 (fosfatidilinositol bisfosfato o los productos obtenidos mediante la escision de PIP3) y PIP;
(fosfatidilinositol(3,4,5)-trifosfato, el producto de la actividad de la fosfoinositido 3-cinasa de clase | sobre el
fosfatidilinositol(4,5)-bisfosfato), interacciona con 3’-fosfoinositidos y ayuda a reclutar Akt en la membrana
plasmatica.

En células no estimuladas, Akt se fosforila de manera constitutiva en Serm, en la regién entre los dominios PH y
catalitico, y en Thr*®®, en la region C-terminal (en Akta). La activacion de Akt implica la uniéon de factores de
crecimiento a una tirosina cinasa receptora y la activacion de Pl 3-K (Pl 3-K fosforila PIP2 unido a la membrana para
generar PIP3). La union de PIP3; al dominio PH ancla la Akt a la membrana plasmatica y permite su fosforilacién y
activacion mediante PDK1 (isozima piruvato deshidrogenasa cinasa 1). Akt se activa completamente tras su
fosforilacion en dos residuos reguladores, un residuo de treonina en el dominio cinasa y un residuo de serina en el
motivo hidréfobo. Estos motivos estan conservados estructural y funcionalmente dentro de la familia de AGC cinasa.
Se requiere la fosforilacién en Thr*® y Ser'’ para la activacion de Akta. La fosforilacion en Thr*® y Ser*™ activa
Aktp. La fosforilacion en Thr3® activa Akty. La activaciéon de Akt requiere la fosforilacion de un residuo de treonina en
el dominio cinasa, catalizada por PDK1. Esto produce un cambio conformacional inducido por carga y permite la
union al sustrato y una velocidad de catalisis aumentada. La fosforilacion en el residuo de serina, principalmente
mediante el complejo mTOR/rictor (INMTORC2), aumenta la actividad de Akt aproximadamente en 10 veces. Estudios
indican que ADN-PK y PKCblI fosforilan el residuo de serina en la subunidad reguladora. El motivo hidréfobo de Akt,
sin fosforilacion de treonina, es mas susceptible a la accion de fosfatasas; sin embargo, la enzima doblemente
fosforilada y completamente activa es estable, permitiendo su ubicacion en el nucleo y otros sitios. La actividad de
Akt se regula negativamente por PTEN (gen homdlogo de fosfatasa y tensina cuyo producto actia como fosfatasa
para desfosforilar fosfatidilinositol(3,4,5)-trifosfato) y SHIP (inositol fosfatasa que contiene SH2, INPP5D).

Akt facilita la supervivencia celular mediada por factores de crecimiento y bloquea la muerte celular apoptética
desactivando (a través de fosforilacion) factores pro-apoptéticos tales como Bad, caspasa-9 y factores de
transcripcion Forkhead (AFX, Daf-16, FKHR). La fosforilacion de Bad en Ser™®® promueve su asociacion con
proteinas 14-3-3 en el citosol; esto evita que Bad se ubique en la mitocondria para inducir apoptosis. Akt promueve
la supervivencia celular inactivando la caspasa-9 a través de fosforilacion en Ser'®. De manera similar, Akt activada
fosforila miembros de la familia Forkhead, dando como resultado su secuestro en el citoplasma. En ausencia de
factores de supervivencia y actividad de Akt, los miembros de la familia Forkhead se translocan al nucleo, en el que
inician un programa de expresion génica (por ejemplo, FasL) que promueve la muerte celular. Akt también fosforila y
activa IKKa (una subunidad del complejo 1B alfa cinasa que tiene un papel importante en la activacion del factor
nuclear - kB (NF-xB), un regulador clave de la proliferaciéon celular normal y tumoral, la apoptosis y la respuesta a
quimioterapia) en Thr®. La IKKa. activada, a su vez, fosforila IkB, dirigiéndola para la ubiquitinacién y la degradacion
proteosémica. Esto conduce a la activacién y la translocaciéon nuclear de NF-«B, y a la transcripcion de genes pro-
supervivencia dependientes de NF-kB que incluyen inhibidores de caspasa y Bcl-x..

Akt también fosforila y inactiva GSK-3 (glucégeno sintasa cinasa-3), permitiendo que continte la activacion de
glucégeno sintasa. GSK-3 fosforila la ciclina D (un regulador de la transicion de fase G1 a S), dirigiendo la ciclina D
para protedlisis. Por tanto, la inactivacion de GSK-3 puede promover la regulacién por incremento de ciclina D y
potenciar el ciclo celular.

Estudios indican que Akt fosforila Chk1 (una cinasa efectora de dafio en el ADN) en Ser’® evitando de ese modo

que las proteina cinasas humanas ATM (ataxia telangiectasia mutada) y ATR (ataxia telangiectasia y Rad3
relacionadas) activen Chk1 a través de fosforilacion en Ser*®. Esto puede ser de importancia terapéutica, ya que la
inhibicion de Chk1 potencia la sensibilizacion de tumores a los agentes quimioterapicos.

Akt fosforila Cdc25B en Ser®®, dando como resultado su acumulacion citoplasmatica. Cdc25B experimenta
activacion durante la fase S y desempefia un papel en la activacion de la cinasa mitética Cdk1/ciclina B en el
citoplasma. Esta reubicacién de Cdc25B al citoplasma permite que Akt to regule la funcién de Cdc25B y participe en
el control de la entrada de células en mitosis.

La regulacion de Akt por varios oncogenes anteriores y genes de supresion de tumores influye en la progresion del
cancer. Las lineas celulares de cancer de mama expresan Akto en diversos grados. El inhibidor de Akt, 2-(R)-2-O-
metil-3-O-octadecilcarbonato de 1L-6-hidroximetilquiro-inositol, reduce la supervivencia de células de mieloma
multiple resistentes a farmacos y sensibles a farmacos. Akt también desempefia un papel critico en tumorigénesis.
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Akt se activa cuando los supresores de tumores, tales como el inhibidor del ciclo celular p27 y PTEN pierden sus
funciones. Akt confiere la importancia nuclear de p27 mediante la fosforilacion de p27 en Thr'’. La ubicacion
erronea citoplasmatica de p27 se ha asociado fuertemente con pérdida de diferenciacion y malos desenlaces en el
cancer de mama. También se ha |nformado que Akt se asocia fisicamente con p21 enddgeno (un inhibidor del ciclo
celular). La fosforilacién de p21 en Thr* por Akt produce la ubicacion de p21 en el citoplasma y la posterior
degradacion.

Akt y p53 (también conocida como proteina 53 o proteina tumoral 53, un factor de transcripcién que regula el ciclo
celular) desempefian papeles opuestos en las rutas de sefalizacidon que determinan la supervivencia celular. En
condiciones en las que el efecto apoptdtico de p53 es dominante, la destruccion de Akt desempeia un papel en la
aceleracion del proceso apoptotico. En células propensas a apoptosis, la sefializacion dependiente de p53 permite la
regulacion por disminucion de Akt, lo que predispone a las células a la apoptosis rapida en respuesta a sefales de
estrés. En determinadas circunstancias, la activacion de Akt puede superar los efectos de p53 que promueven la
muerte y puede rescatar a las células de la apoptosis. Estudios indican que Akt puede fosforllar Mdm2 (una proteina
codificada por un oncogén que modula la actividad supresora de tumores de p53) en Ser'® y Ser'® y promueve la
translocacion de Mdm2 al nucleo en el que Mdm2 desestabiliza p53 y potencia su degradacion a través de la ruta
proteasomica.

Inhibicién de cinasa

Las proteina cinasas eucariotas constituyen una de las superfamilias mas grandes de proteinas homoélogas que
estan relacionadas entre si en virtud de sus dominios cataliticos. Las proteinas cinasas mas relacionadas son
especificas para o bien la fosforilacién de serina/treonina o bien la fosforilacion de tirosina. Se considera que la
estimulacion de proteina cinasas es uno de los mecanismos de activacion mas comunes de estas enzimas en los
sistemas de transduccion de sefiales y por tanto desempefia un papel integral en la respuesta celular a estimulos
extracelulares. Se conocen muchos sustratos que experimentan fosforilacién mediante multiples proteina cinasas.
Se ha publicado una cantidad considerable de informacién sobre la secuencia primaria de los dominios cataliticos de
diversas proteina cinasas. Estas secuencias comparten un gran nimero de residuos implicados en la unién a ATP,
catalisis y mantenimiento de la integridad estructural. La mayoria de las proteina cinasas poseen un dominio
catalitico de 30-32 kDa bien conservado. Estudios han intentado identificar y utilizar elementos reguladores de
proteina cinasas. Estos elementos reguladores incluyen anticuerpos, péptidos bloqueantes e inhibidores.

Inhibidores

Los inhibidores enzimaticos son moléculas que se unen a enzimas disminuyendo de ese modo la actividad
enzimdtica. La unidon de un inhibidor puede detener la entrada del sustrato en el sitio activo de la enzima y/u
obstaculizar que la enzima catalice su reaccién. La unién del inhibidor es o bien reversible o bien irreversible. Los
inhibidores irreversibles reaccionan habitualmente con la enzima y la cambian quimicamente, por ejemplo,
modificando residuos de aminoacido clave necesarios para la actividad enzimatica. En cambio, los inhibidores
reversibles se unen no covalentemente y producen diferentes tipos de inhibicién dependiendo de si estos inhibidores
se unen a la enzima, al complejo enzima-sustrato, o a ambos.

A menudo se evaluan inhibidores enzimaticos por su especificidad y potencia. El término “especificidad” tal como se
usa en el presente documento se refiere a la unién selectiva o influencia de una sustancia sobre otra. El término
“potencia” tal como se usa en el presente documento se refiere a la eficacia, efectividad, fuerza o, normalmente, la
constante de disociacion, que indica la concentracion necesaria para inhibir una enzima.

Se han estudiado inhibidores de proteina cinasas para su uso como herramientas en la regulacién de la actividad de
proteina cinasas. Se han estudiado inhibidores para su uso con, por ejemplo, cinasa dependiente de ciclina (Cdk),
MAP cinasa, serinaltreonina cinasa, proteina tirosina cinasa de la familia Src, tirosina cinasa, calmodulina (CaM)
cinasa, caseina cinasa, cinasa de punto de control (Chkl), GSK-3, JNK, MEK, cadena ligera de miosina cinasa
(MLCK), proteina cinasa A, Akt (proteina cinasa B), proteina cinasa C, proteina cinasa G, proteina tirosina cinasa,
Raf cinasa y Rho cinasa.

Anticuerpos

Los anticuerpos (o “inmunoglobulinas”) son proteinas gamma-globulinas producidas por linfocitos B del sistema
inmunitario en respuesta a un antigeno usado por el organismo para identificar y neutralizar objetos extrafios que
tienen ese antigeno. En su forma nativa, normalmente estan compuestos por unidades estructurales basicas, cada
una con dos cadenas pesadas (H) grandes y dos cadenas ligeras (L) pequefas, para formar, por ejemplo,
mondmeros con una unidad, dimeros con dos unidades o pentameros con cinco unidades. Hay varios tipos
diferentes de cadenas pesadas de anticuerpo y varios tipos diferentes de anticuerpos, que se agrupan en diferentes
isotipos basandose en qué cadena pesada tienen. Se conocen cinco isotipos de anticuerpo diferentes en mamiferos,
que desempenan diferentes papeles y ayudan a dirigir la respuesta inmunitaria apropiada para cada tipo diferente de
objeto extrafio que encuentran. La especificidad y afinidad de unién de un anticuerpo vienen dictados por los tres
bucles polivariables de la cadena VL vy los tres bucles hipervariables de la cadena VH ubicados en cada brazo de
ese anticuerpo. Las variaciones en las longitudes y secuencias de estos bucles definen el sitio de combinacion del
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anticuerpo (ACS). Tal como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” incluye, a modo de ejemplo,
tanto anticuerpos que se producen de manera natural como que no se producen de manera natural.
Especificamente, el término “anticuerpo” incluye anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales, y fragmentos
de los mismos. Ademas, el término “anticuerpo” incluye anticuerpos quiméricos y anticuerpos completamente
sintéticos, y fragmentos de los mismos. Los términos “epitopo” y “determinante antigénico” se usan de manera
intercambiable en el presente documento para referirse al sitio en una molécula que reconoce un ACS y al que se
une/asocia ese mismo anticuerpo. Un epitopo puede ser un sitio de unién a antigeno/determinante antigénico en un
péptido inhibidor de cinasa. El epitopo puede estar relacionado con la secuencia primaria, secundaria o terciaria.

Se ha estudiado la especificad de las interacciones entre determinados anticuerpos y proteina cinasas para su uso
en la regulacién de la actividad de proteina cinasas. Se han aislado anticuerpos para su uso con, por ejemplo, rutas
de MAP, proteina cinasa A, proteina cinasa B, proteina cinasa G, serina/treonina cinasas, glucdégeno-sintasa cinasa-
3 (GSK-3), rutas de proteina activada por estrés (SAP) cinasa, y tirosina cinasas. Adicionalmente, se han aislado
anticuerpos para su uso con inhibidores de proteina cinasa y sustratos de proteina cinasa.

Péptidos bloqueantes

Un péptido es un compuesto quimico que estda compuesto por una cadena de dos o mas aminoacidos; el grupo
carboxilo de un aminoacido se une al grupo amino de un aminodacido adyacente para formar un enlace peptidico. El
término “polipéptido” se usa en el presente documento en su sentido mas amplio para referirse a una secuencia de
subunidades de aminoacidos, analogos de aminoacido o peptidomiméticos, en la que las subunidades se unen
mediante enlaces peptidicos. Los péptidos o polipéptidos pueden sintetizarse quimicamente o expresarse de
manera recombinante. Se han usado péptidos en el estudio de la estructura y funcién de proteinas. Pueden usarse
péptidos sintéticos como sondas para observar donde se producen interacciones proteina-péptido. Pueden usarse
péptidos inhibidores en investigacion clinica para examinar los efectos de los péptidos sobre la inhibicidon de proteina
cinasas, proteinas de cancer y otros trastornos.

Se ha estudiado el uso de varios péptidos bloqueantes. Por ejemplo, la cinasa regulada por sefiales extracelulares
(ERK), una proteina cinasa MAPK (lo que significa cualquiera de un grupo de proteina serina/treonina cinasas que
responden a estimulos extracelulares (antigenos) y regulan diversas actividades celulares), es esencial para la
proliferacién y diferenciacion celulares. La activacion de MAPK requiere un mecanismo de cascada por el que se
fosforila MAPK por una MAPKK (MEK) anterior que entonces, a su vez, se fosforila mediante una tercera cinasa
MAPKKK (MEKK). Este péptido inhibidor funciona como sefiuelo de MEK mediante la uniéon a ERK. Contiene los 13
aminoacidos amino-terminales (GMPKKKPTPIQLN) [SEQ ID NO: 149] de MEK1 y se une a ERK. Esto bloquea la
activacion de ERK mediante MEK ya que ERK no puede interaccionar con MEK. El péptido inhibidor de ERK
también contiene una secuencia de transduccion de proteinas (PTD) (DRQIKIWFQNRRMKWKK) [SEQ ID NO: 150]
derivada de Antennapedia que hace que el péptido sea permeable en la célula.

Otros péptidos bloqueantes incluyen el péptido inhibidor relacionado con autocamtida-2 (AIP). Este péptido sintético
es un inhibidor potente y altamente especifico de la proteina cinasa |l dependiente de Ca’'/calmodulina (CaMKIl).
AIP es un analogo no fosforilable de autocamtida-2, un sustrato péptidico altamente selectivo para CaMKIl. AIP
inhibe CaMKII con una Clso de 100 nM (Clso es una concentracion del inhibidor requerida para obtener una inhibicion
del 50%). La inhibicion de AIP es no competitiva con respecto a sintida-2 (sustrato peptidico de CaMKIl) y ATP, pero
es competitiva con respecto a autocamtida-2. La inhibicion no resulta afectada por la presencia o ausencia de
Ca”*/calmodulina. La actividad de CaMKII se inhibe completamente por AIP 1 uM; PKA, PKC y CaMKIV no resultan
afectadas. La secuencia de aminoacidos de AIP es: KKALRRQEAVDAL (Lys-Lys-Ala-Leu-Arg-Arg-GIn-Glu-Ala-Val-
Asp-Ala-Leu) [SEQ ID NO: 151].

Otros péptidos bloqueantes incluyen el péptido inhibidor de cinasa 5 dependiente de ciclina (Cdk5) (CIP). Cdk5
fosforila tau en fosfo-epitopos especificos de la enfermedad de Alzheimer (AD) cuando se asocia con el componente
regulador p25. p25 es un activador truncado del heterodimero Cdk-p25 (una proteina asociada a microtubulos), que
se produce a partir del activador fisiologico de Cdk5, p35, tras la exposicion a péptidos amiloides-beta (AB, una
proteina implicada en la AD). Tras infecciones neuronales con CIP, los CIP inhiben selectivamente la actividad de
p25/Cdk5 y suprimen la fosforilacion aberrante de tau en neuronas corticales. Los motivos para la especificidad
demostrada por CIP no se comprenden completamente.

Se han estudiado péptidos bloqueantes adicionales para ERK2, ERKS3, p38/HOG1, proteina cinasa C, caseina
cinasa |, Ca?'/calmodulina cinasa IV, caseina cinasa |l, Cdk4, Cdk5, ADN-PK, PAK3, PI-3 cinasa, PI-5 cinasa,
PSTAIRE, cinasa S6 ribosémica, GSK-4, GCK, SAPK, SEK1 y FAK.

Dominios de transduccion de proteinas

Las nuevas tecnologias de administracion de farmacos ocupan un lugar importante en los tratamientos ya que
permiten que los farmacos sean mas eficaces. La administracion de farmacos todavia se considera insuficiente en
relacién con el descubrimiento de farmacos, teniendo mas del 95% de todos los nuevos agentes terapéuticos
potenciales mala farmacocinética. EI mayor impedimento para la liberacion citosélica de moléculas terapéuticas es la
barrera de membrana de las células diana. Los dominios de transduccion de proteinas (PTD), también denominados
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péptidos troyanos, las secuencias de translocaciéon de membrana o proteinas permeables en células, son una clase
de péptidos que generalmente pueden penetrar en la membrana plasmatica de células de mamifero. Los PTD tienen
generalmente 10-16 aminoacidos de longitud y puede agruparse segun su composicion, por ejemplo péptidos ricos
en arginina y/o lisina. Los PTD también pueden usarse para ayudar a que inhibidores de cinasa HSP27 novedosos
penetren en las membranas celulares (véase, por ejemplo, el documento PCT/US2007-16246, presentado el 16 de
julio de 2007, titulado “Polipeptic Inhibitors of HSP27 and Uses Thereof’, que se incorpora como referencia en el
presente documento en su totalidad). Los PTD pueden transportar compuestos de muchos tipos y pesos
moleculares a través de células de mamifero. Estos compuestos incluyen moléculas efectoras, tales como proteinas,
ADN, péptidos conjugados, oligonucleétidos y pequefias particulas tales como liposomas. Cuando los PTD se unen
o se fusionan quimicamente a otras proteinas, estas proteinas de fusion todavia pueden penetrar en la membrana
plasmatica y entrar en las células. Aunque se desconoce el mecanismo exacto de esta transduccién, no se cree que
la internalizacion de estas proteinas esté mediada por receptor o por transportador. El uso de PTD que pueden
transportar moléculas efectoras al interior de las células se ha vuelto cada vez méas atractivo en el disefio de
farmacos ya que promueven la captacion celular de moléculas de carga. Estos péptidos que penetran en las células,
clasificados generalmente como anfipaticos o cationicos dependiendo de su secuencia, proporcionan una tecnologia
de administracion no invasiva para macromoléculas.

Proteinas que contienen PTD virales

Las primeras proteinas que se describid que tenian propiedades de transduccién fueron de origen viral. Estas
proteinas todavia son los modelos mas comunmente aceptados para la accién de PTD. El transactivator de
transcripcion del VIH-1 (TAT) y la proteina VP 22 del VHS-1 son las proteinas virales que contienen PTD mejor
caracterizadas.

TAT (producto génico transactivador del VIH-1) es un polipéptido de 86 aminoacidos que actia como factor de
transcripcion poderoso del genoma de VIH-1 integrado. TAT estimula la replicacion viral en células infectadas de
manera latente. Las propiedades de translocacién de la proteina TAT le permiten activar células infectadas de
manera quiescente y pueden estar implicadas en la sensibilizacién de células no infectadas para la posterior
infeccion regulando muchos genes celulares, incluyendo citocinas. El PTD minimo de TAT es la secuencia de
proteina de 9 aminoacidos RKKRRQRRR (TATae.57) [SEQ ID NO: 152]. Estudios que utilizaban un fragmento mas
largo de TAT demostraron transduccion satisfactoria de proteinas de fusion de hasta 120 kDa. Se ha demostrado
que la adicion de multiples PTD de TAT y derivados sintéticos de TAT media en la translocacién a la membrana. Se
han usado proteinas de fusién que contienen PTD de TAT como restos terapéuticos en experimentos que
implicaban cancer, para transportar una proteina de muerte al interior de las células, y en modelos de enfermedad
de trastornos neurodegenerativos.

VP22 es la proteina de tegumento del VHS-1, una parte estructural del virion de VHS. VP22 puede realizar
translocacién independiente de receptor y se acumula en el nucleo. Esta propiedad de VP22 clasifica a la proteina
como un péptido que contiene PTD. Las proteinas de fusién que comprenden VP22 de longitud completa se han
translocado eficazmente a través de la membrana plasmatica.

Homeoproteinas con propiedades de translocacion intercelular

Las homeoproteinas son factores de transcripcién de transactivaciéon, altamente conservados implicados en
procesos morfoldgicos. Se unen al ADN a través de una secuencia especifica de 60 aminoacidos. EI homeodominio
de unién a ADN es la secuencia mas altamente conservada de la homeoproteina. Varias homeoproteinas presentan
actividad de tipo PTD; pueden realizar translocacion eficaz a través de membranas celulares de una manera
independiente de energia e independiente de endocitosis sin especificidad del tipo celular.

La proteina Antennapedia (Antp) es un factor de transactivaciéon que puede realizar translocacion a través de
membranas celulares; la secuencia minima de translocacion es un péptido de 16 aminoacidos que corresponde a la
tercera hélice del homeodominio de la proteina. La internalizacién de esta hélice se produce a 4°C, lo que sugiere
que este proceso no es dependiente de endocitosis. Péptidos de hasta 100 aminoacidos producidos como proteinas
de fusién con AntpHD penetran en las membranas celulares.

Otros homeodominios que pueden realizar translocacion incluyen el homeodominio Fushi tarazu (Ftz) y Engrailed
(En). Puesto que la tercera hélice de todos los homeodominios esta altamente conservad, es probable que otros
homeodominios puedan poseer caracteristicas similares.

PTD sintéticos

Se han sintetizado varios péptidos PTD. Muchos de estos péptidos sintéticos se basan en péptidos existentes y bien
documentados, mientras que otros se seleccionan por sus residuos bésicos y/o carga positiva, que se cree que son
cruciales para la funcién de PTD. Estos péptidos sintéticos incluyen: PTD-4 (YARAAARQARA) [SEQ ID NO: 153];
PTD-5 (RRQRRTSKLMKR) [SEQ ID NO: 154]; MST-1 (AAVLLPVLLAAR) [SEQ ID NO: 155]; L-R9 (RRRRRRRRR)
[SEQ ID NO: 156]; y Péptido 2 (SGWFRRWKK) [SEQ ID NO: 157].

PTD humanos
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Los PTD humanos pueden evitar problemas de inmunogenicidad potencial cuando se usan como agentes
terapéuticos tras la introduccion en un paciente humano. Los péptidos con secuencias de PTD incluyen: Hoxa-5,
Hox-A4, Hox-B5, Hox-B6, Hox-B7, HOX-D3, GAX, MOX-2 y FtzPTD, compartiendo todos ellos la secuencia
encontrada en PTD de Antp (RQIKIWFQNRRMKWKK) [SEQ ID NO: 158]. Otros PTD incluyen Islet-1, interleucina-
1B, factor de necrosis tumoral y la secuencia hidréfoba del péptido sefial de FGF de Kaposi (K-FGF o FGF-4) que
puede realizar translocacion independiente de energia, receptor y endocitosis. Los PTD no confirmados incluyen
miembros de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF).

En la actualidad, es posible producir una molécula de proteina dada mediante tecnologia de ADN recombinante para
aplicaciones terapéuticas in vivo. Aunque se han disefiado satisfactoriamente pequefias moléculas o péptidos que
pueden atravesar las membranas celulares para administrar proteinas pequefias o0 moderadamente grandes, sigue
siendo un reto la administracion de proteinas recombinantes a dianas deseadas in vivo. Pese a los desarrollos en el
area de los péptidos de transduccion de proteinas, los métodos de administracién clasicos de genes que codifican
para proteinas a través de vectores de virus adenoasociados, adenovirus, lentivirus, herpes virus y vectores de
expresion de plasmidos siguen siendo la eleccién preferida para la expresion de proteinas.

Se considera que la expresion génica mediada por vectores virales es el enfoque mas eficaz y fiable para expresar
proteinas funcionales de novo en tipos de células mitéticamente activas o bloqueadas tras la mitosis debido a sus
capacidades naturales para administrar los genes especificos a células permisivas. Sin embargo, invariablemente se
requieren vectores virales en dosis grandes para lograr niveles de expresion terapéuticos de las proteinas deseadas
y pueden integrarse con el material de cromatina del huésped. Puesto que estas propiedades pueden tener
consecuencias indeseables para los sistemas genéticos del huésped, la seguridad sigue siendo una preocupacién
grave para su aplicacion clinica final.

Aunque un enfoque alternativo, es decir, producir proteinas recombinantes de manera exdgena y luego
administrarlas sistémicamente o mediante inyecciones localizadas en los érganos diana, parece tener un perfil de
seguridad mejor, es necesario refinar la administracion y biodisponibilidad de las proteinas recombinantes al interior
de células o tejidos.

Varios estudios han demostrado el potencial de PTD en el descubrimiento de farmacos y la transduccién de
proteinas de hasta 120 kDa al interior de diferentes células. La inyeccion de proteinas de fusion in vivo de manera
sistétmica ha demostrado la eficacia del PTD en la administracion de proteinas. Pese a las aplicaciones
satisfactorias, todavia quedan por resolver cuestiones sobre la potencia de la transduccion de proteinas mediada por
PTD. Ademas, han fracasado algunos estudios sobre la transduccion de proteinas de fusién mediada por PTD in
vitrolin vivo y que intentan inducir una respuesta inmunitaria. Ademas, la expresion intracelular de proteinas de
fusion u otras proteinas no secretoras por PTD puede no lograr la misma biodistribucidon que la de la proteina
recombinante. Ademas, la entrada de PTD a través de la barrera hematoencefalica sigue siendo dificil de lograr.

Se ha intentado la administracién de un conjunto diverso de cargas que oscilan entre pequefias moléculas y cargas
particuladas usando diferentes tipos de péptidos que penetran en las células in vitro e in vivo. Sin embargo, el
mecanismo de internalizacion de estos péptidos es una cuestion sin resolver hasta la fecha, con cambios notables
en vista de la participacion de un proceso dependiente de energia que implica endocitosis como ruta de
internalizacién. Una mejora en la eficacia de los PTD aumentaria significativamente la biodisponibilidad y disminuiria
las dosis requeridas de agentes terapéuticos existentes y novedosos.

La presente invencién proporciona péptidos con dominio de transduccion que son utiles para la inhibicion de
cinasas. La presente invencién proporciona ademas una clase de péptidos que incluyen determinados dominios de
transduccién que son utiles como inhibidores de la actividad cinasa. La presente invenciéon proporciona ademas
péptidos con dominio de transduccién que son utiles como agentes terapéuticos para una variedad de trastornos
hiperplasicos y neoplasicos. La presente invencién proporciona ademas péptidos con dominio de transducciéon que
son Utiles como sustancias que producen muerte celular.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones de inhibicion de cinasa y usos de las mismas y proporciona
péptidos de inhibicién de cinasa aislados y usos de los mismos para inhibir hiperplasia, para inhibir el crecimiento de
neoplasmas y para inducir muerte celular programada en una poblacion celular, tal como se define en las
reivindicaciones.

En un aspecto, la presente invencidn proporciona una composicion inhibidora de cinasa que comprende una
cantidad inhibidora de un péptido inhibidor de cinasa; en la que el péptido inhibidor de cinasa es un péptido que tiene
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en HRRIKAWLKKILALARQLGVAA [SEQ ID
NO: 166]; WLRRIKAWLRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 113]; WLRRIKAWLRRALARQLGVA [SEQ ID NO: 177];
KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 173]; FAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 163];
YARAAARQARAKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 106]; YARAAARQARAKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 28]
YARAAARQARAKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 100]; y YARAAARQARAKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 64]. Segun otra
realizacion, la secuencia de aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa es HRRIKAWLKKILALARQLGVAA [SEQ ID
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NO: 166]. Segun otra realizaciéon, la secuencia de aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa es
WLRRIKAWLRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 113]. Segun otra realizacion, la secuencia de aminoacidos del
péptido inhibidor de cinasa es WLRRIKAWLRRALARQLGVA [SEQ ID NO: 177]. Segun otra realizacién de este tipo,
la secuencia de aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa es KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO:
173]. Segun otra realizacion de este tipo, la secuencia de aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa es
FAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 163].

Segun ofra realizacién de este tipo, el péptido inhibidor de cinasa tiene la secuencia de aminoacidos
KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 173].

Segun otra realizacion de este tipo, la secuencia de aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa es
FAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 163].

Segun otra realizacién de este tipo, la secuencia de aminoacidos es YARAAARQARAKALARQLGVAA [SEQ ID NO:
106].

Segun otra realizacidon de este tipo, la secuencia de aminoacidos es YARAAARQARAKALNRQLGVA [SEQ ID NO:
28].

Segun otra realizacién de este tipo, la secuencia de aminoacidos es YARAAARQARAKALNRQLVAA [SEQ ID NO:
100].

Segun ofra realizacion de este tipo la secuencia de aminoacidos es YARAAARQARAKALNRQLAVA [SEQ ID NO:
64].

Segun otra realizacion, la enzima cinasa es una enzima cinasa seleccionada del grupo que consiste en: Ab 1,
Akt/PKB, AMPK, Arg, Ask, Aurora-A, Axl, Blk, Bmx, Brk, BTK, CaMKI, CaMKI3, CaMKIIB, CaMKIly, CaMKI1B,
caseina cinasa, Cdk, CDK9/ciclina, Ckly1, CKly2, CKly3, Ck13, CK2a, CK2, CHK, CDK1/ciclinaB, CHK1, mutantes
de CHK2 , CK13, CK2, c-Kit, CLK2, CLK3, Cott, Csk, DAPK1, DCAMKLZ2, DDR, DYRK2, EGFR, Ephs, EphA2, FAK,
Fer, Fes/Fps, FGFR, FGFR1, Fgr, Fit, FIt3, Flt4, Fms/CSF-I R, Fyn, GRK5, GRK6, GRK7, GSK, CSK3, Hck,
HER/ErbB, HIPK1, HIPK2, HIPK3, IGF-1, ICF IR, IKK, insulina R, IRAK, IRAK1, IRK4, JAK, JAK1, JAK2, JAKS,
JNK/SAPK, KDR, Lck, LIMK, LIMK1, LOK, Lyn, MAPK, MAPK1, MAPKAP cinasa, MEK, MEK1, MELK, Met, Mer,
MINK, MKK, MLCK, MLK1, MRCKa, MSK1, MST, MST3, NEK, NEK3, NEK9, PDGFR, PDGFRa, PDGFRf, PDK,
PhKy2, PI 3-cinasa, PIM, Pim-1, Pim-2, Pim-3, PKC, PKCB1, PKC8, PKD2, PKR, PKA, PKBp, PKCBI, PKC8, PKG1,
PKG1a, PKG1B, PKR, PLK, PRAK, PTK5, Pyk, Raf, Ret, RIPK2, ROK/ROCK, ROCK-I, Ron, Ros, Rse, Rsk4,
Rsk/MAPKAP cinasa, S6 cinasa, Rsk2, SAPK2a, SGK, c¢-Src, Src(1-530), Src, Syk, TAK1, TAO1, TAO2, TBK,
Tie2/TEK, TLK2, Trk, TSSK2, TrkA, Txk, ULK3, Ulk2, VRK2, WEE, Yes, ZAP-70 y ZIPK. Segun una realizacién de
este tipo, la enzima cinasa se selecciona del grupo que consiste en una ROCK cinasa, una Src cinasa, una PKC
cinasa y una Trk cinasa. Segun algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa es una ROCK cinasa. Segun
algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa es una Src cinasa. Segun algunas realizaciones de este tipo, la
enzima cinasa es una PKC cinasa. Segun algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa es una Trk cinasa.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona la composicion inhibidora de cinasa tal como se definio
anteriormente para su uso en un método para tratar un neoplasma seleccionado del grupo que consiste en un
papiloma, un adenoma, una mola hidatidiforme, un fibroma, un condroma, un osteoma, un leiomioma, un
rabdomioma, un lipoma, un hemangioma, un linfangioma, una policitemia vera, una mononucleosis infecciosa, un
glioma “benigno”, un meningioma, un ganglioneuroma, un neurilemoma, un neurofibroma, un nevo pigmentado
(lunar), un feocromocitoma, un tumor carcinoide, un teratoma, un carcinoma, un adenocarcinoma, un carcinoma de
células basales, un coriocarcinoma, un fibrosarcoma, un condrosarcoma, un osteosarcoma, un leiomiosarcoma, un
rabdomiosarcoma, un liposarcoma, un hemangiosarcoma, un linfangiosarcoma, una leucemia mielocitica, una
leucemia eritrocitica, una leucemia linfocitica, un mieloma multiple, una leucemia monocitica, un sarcoma de Ewing,
un linfoma maligno no Hodgkin, un meduloblastoma, un oligodendroglioma, un sarcoma neurilémico, melanoma
maligno, timoma, un glioblastoma multiforme, un astrocitoma, un ependimoma, un sarcoma meningeo, un
neuroblastoma (schwannoma), un neurofibrosarcoma, un feocromocitoma maligno, un retinoblastoma, un tumor
carcinoide, un nefroblastoma (tumor de Wilms), un teratocarcinoma y un carcinoma embrionario con coriocarcinoma.

Breve descripcion de las la figuras

La figura 1 muestra células MCF-7 tratadas con diferentes dosis de cuatro péptidos KIP. El péptido 1 es
HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166], el péptido 2 es WLRRIKAHRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO:
167], el péptido 3 es WLRRIKAWLRR [SEQ ID NO: 168] y el péptido 4 es WLRRIKAWLRRALNRQLGVAA [SEQ ID
NO: 169]. Para todos los péptidos, la concentracién CI50 estaba por debajo de 15 uM.

La figura 2 muestra células MDA 231 tratadas con diferentes dosis de cuatro péptidos KIP. El péptido 1 es
HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166], el péptido 2 es WLRRIKAHRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO:
167], el péptido 3 es WLRRIKAWLRR [SEQ ID NO: 168] y el péptido 4 es WLRRIKAWLRRALNRQLGVAA [SEQ ID
NO: 169]. Para todos los péptidos, la concentracién CI50 estaba por debajo de 20 puM.
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La figura 3 muestra células SF539 tratadas con diferentes dosis de cuatro péptidos KIP. El péptido 1 es
HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166], el péptido 2 es WLRRIKAHRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO:
167], el péptido 3 es WLRRIKAWLRR [SEQ ID NO: 168] y el péptido 4 es WLRRIKAWLRRALNRQLGVAA [SEQ ID

NO: 169]. Para todos los péptidos, la concentracién CI50 estaba por debajo de 27 pM.

La figura 4 muestra células HT29 tratadas con diferentes dosis de cuatro péptidos KIP. El péptido 1 es
HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166], el péptido 2 es WLRRIKAHRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO:
167], el péptido 3 es WLRRIKAWLRR [SEQ ID NO: 168] y el péptido 4 es WLRRIKAWLRRALNRQLGVAA [SEQ ID

NO: 169]. Para todos los péptidos, la concentracién CI50 estaba por debajo de 27 pM.

La figura 5 muestra células Paca 2 tratadas con diferentes dosis de cuatro péptidos KIP. El péptido 1 es
HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166], el péptido 2 es WLRRIKAHRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO:
167], el péptido 3 es WLRRIKAWLRR [SEQ ID NO: 168] y el péptido 4 es WLRRIKAWLRRALNRQLGVAA [SEQ ID
NO: 169]. Para todos los péptidos, la concentracion CI50 estaba por debajo de 43 uM.

La figura 6 muestra células PC3 tratadas con diferentes dosis de cuatro péptidos KIP. El péptido 1 es
HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166], el péptido 2 es WLRRIKAHRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO:
167], el péptido 3 es WLRRIKAWLRR [SEQ ID NO: 168] y el péptido 4 es WLRRIKAWLRRALNRQLGVAA [SEQ ID

NO: 169]. Para todos los péptidos, la concentracién CI50 estaba por debajo de 36 puM.

La figura 7 muestra células A549 tratadas con diferentes dosis de cuatro péptidos KIP. El péptido 1 es
HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166], el péptido 2 es WLRRIKAHRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO:
167], el péptido 3 es WLRRIKAWLRR [SEQ ID NO: 168] y el péptido 4 es WLRRIKAWLRRALNRQLGVAA [SEQ ID

NO: 169]. Para todos los péptidos, la concentraciéon CI50 estaba por debajo de 35 pM.

La figura 8 muestra que los péptidos KIP inducen apoptosis en una linea celular de cancer. Se trataron células MCF-
7 durante 24 horas con 3 uM (paneles superiores) o 10 pM (paneles inferiores) de péptido KIP
HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166]. Se tifieron las células con colorante Hoescht (paneles A y D;
azul), anticuerpo anti-anexina V (paneles B y E; verde) y yoduro de propidio (paneles C y F; rojo). Para ambas
concentraciones sometidas a prueba, la tinciéon con anexina V fue mucho mas intensa que la tincién con yoduro de
propidio, lo que indica que los péptidos KIP pueden inducir apoptosis en una linea celular de cancer.

Descripcion detallada de la invencidn
La presente invencion proporciona composiciones de inhibicion de cinasa terapéuticas y usos de las mismas.

Los términos “administrar” o “administracion” tal como se usan en el presente documento se usan de manera
intercambiable e incluyen administracion in vivo, asi como administracién directamente a tejido ex vivo.
Generalmente, las composiciones pueden administrarse de manera sistémica, o bien por via oral, bucal, parenteral,
tépica, mediante inhalacion o insuflacién (es decir, a través de la boca o a través de la nariz), o bien por via rectal en
formulaciones de dosificacion unitaria que contienen los portadores, adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente
aceptables, no téxicos, convencionales seguin se desee, o pueden administrarse de manera local por medios tales
como, pero sin limitarse a, inyeccion, implantacién, injerto, aplicaciéon tépica o por via parenteral. El término
“parenteral” tal como se usa en el presente documento se refiere a la introduccién en el organismo a modo de una
inyeccion (es decir, administracién mediante inyeccion), incluyendo, por ejemplo, inyeccién por via subcutanea (es
decir, una inyeccién por debajo de la piel), por via intramuscular (es decir, una inyeccién en un musculo), por via
intravenosa (es decir, una inyeccién en una vena), por via intratecal (es decir, una inyeccién en el espacio alrededor
de la médula espinal o bajo la membrana aracnoides del cerebro), intraesternal o técnicas de infusién. Una
composicion administrada por via parenteral se suministra usando una aguja, por ejemplo, una aguja quirargica. El
término “aguja quirdrgica” tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier aguja adaptada para el
suministro de composiciones fluidas (es decir, que pueden fluir) en una estructura anatdomica seleccionada. Las
preparaciones inyectables, tales como suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles, pueden
formularse segun la técnica conocida usando agentes de dispersion o humectacion y agentes de suspension
adecuados.

La administracion adicional puede realizarse, por ejemplo, por via intravenosa, pericardica, oral, a través de
implante, por via transmucosa, transdérmica, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, intratecal, intralinfatica,
intralesional o epidural. La administracion puede realizarse, por ejemplo, una vez, una pluralidad de veces y/o a lo
largo de uno o mas periodos prolongados. El término “administracion tépica” y “aplicacion por via tépica” tal como se
usa en el presente documento se usan de manera intercambiable para referirse al suministro de un péptido, el acido
nucleico, o un vector que comprende el péptido o el acido nucleico sobre una o mas superficies de un tejido o célula,
incluyendo superficies epiteliales.

Sin embargo, la administracion topica, a diferencia de la administracion transdérmica, proporciona generalmente un
efecto local mas que sistémico. Los términos “administracion topica” y “administracion transdérmica” tal como se
usan en el presente documento, a menos que se establezca o implique otra cosa, se usan de manera
intercambiable.
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El término “asociar” o “asociados” tal como se usa en el presente documento se refiere a unir, conectar o combinar
con, de manera o bien directa, indirecta, activa, inactiva, inerte, no inerte, completa o bien incompleta.

Las abreviaturas usadas el presente documento para aminoacidos son las abreviaturas que se usan
convencionalmente: A=Ala=Alanina; R=Arg=Arginina; N=Asn=Asparagina; D=Asp=Acido aspartico; C=Cys=Cisteina;
Q=GIn=Glutamina; E=Glu=Acido glutamico; G=Gly=Glicina; H=His=Histidina; I=lle=Isoleucina; L=Leu=Leucina;
K=Lys=Lisina; M=Met=Metionina; F=Phe=Fenilanina; P=Pro=Prolina; S=Ser=Serina; T=Thr=Treonina;
W=Trp=Triptéfano; Y=Tyr=Tirosina; V=Val=Valina. Los aminoacidos pueden ser aminoacidos L o D. Un aminoacido
puede reemplazarse por un aminoacido sintético que se altera para aumentar la semivida del péptido o para
aumentar la potencia del péptido, o para aumentar la biodisponibilidad del péptido.

El término “poner en contacto” tal como se usa en el presente documento se refiere a llevar o colocar en contacto,
estar en o entrar en contacto. El término “contacto” tal como se usa en el presente documento se refiere a un estado
o condicién de tocarse o de estar en proximidad inmediata o local. La puesta en contacto de una composicion con un
destino diana, tal como, pero sin limitarse a, un 6rgano, tejido, célula o tumor, puede producirse mediante cualquier
medio de administracion conocido por el experto en la técnica.

Existen métodos para la transduccion y la transfeccion de acidos nucleicos al interior de células. Los términos
“transduccién”, o “transducir” tal como se usan en el presente documento se usan de manera intercambiable para
referirse al proceso de atravesar membranas bioldgicas. El paso a través de membranas bioldgicas puede ser de
una célula a otra, del entrono extracelular al entorno intracelular, o a través de una membrana celular o membrana
nuclear. Los materiales que pueden experimentar transduccion incluyen, pero no se limitan a, proteinas, proteinas
de fusion, péptidos, polipéptidos, aminoacidos, ADN viral y ADN bacteriano.

El término “secuencia reguladora” (también denominada “region reguladora” o “elemento regulador”) se refiere a un
promotor, potenciador u otro segmento ADN al que se unen proteinas reguladoras, tales como factores de
transcripcion, preferentemente para controlar la expresion génica y por tanto la expresion de proteinas.

El término “elemento regulador controlable” tal como se usa en el presente documento se refiere a secuencias de
acido nucleico que pueden efectuar la expresion de los acidos nucleicos, o el producto de péptido o proteina de los
mismos. Los elementos reguladores controlables pueden unirse operativamente a los acidos nucleicos, péptidos o
proteinas de la presente invencion. No es necesario que los elementos reguladores controlables, tales como, pero
sin limitarse a, secuencias de control, sean contiguos a los acidos nucleicos, péptidos o proteinas cuya expresion
controlan siempre que funcionen para dirigir la expresién de los mismos. Por tanto, por ejemplo, pueden estar
presentes secuencias intermedias no traducidas aunque transcritas entre una secuencia promotora y un acido
nucleico de la presente invencién y la secuencia promotora todavia puede considerare “operativamente unida” a la
secuencia codificante. Otras secuencias de control de este tipo incluyen, pero no se limitan a, sefiales de
poliadenilacion, sefiales de terminacion y sefales de unién a ribosoma.

El término “hibridacion” se refiere a la union de dos moléculas de acido nucleico monocatenarias entre si a través de
apareamiento de bases. Los nucledtidos se uniran a su complemento en condiciones normales, por lo que se uniran
(o aparearan) entre si facilmente dos hebras perfectamente complementarias. Sin embargo, debido a las diferentes
geometrias moleculares de los nucleétidos, una unica inconsistencia entre las dos hebras hara que la unién entre
ellas sea mas desfavorable energéticamente. Los efectos de la incompatibilidad de bases pueden medirse
cuantificando la velocidad a la que se aparean dos hebras, esto puede proporcionar informacion sobre la similitud en
la secuencia de bases entre las dos hebras que estan apareandose.

El término “aislado” se refiere a material, tal como un acido nucleico, un péptido, o una proteina, que esta: (1)
sustancial o esencialmente libre de componentes que normalmente acompafian o interaccionan con el mismo tal
como se encuentra en su entorno que se produce de manera natural. Los términos “sustancial o esencialmente libre”
se usan para referirse a un material, que esta libre en al menos el 80% de componentes que normalmente
acompafian o interaccionan con el mismo tal como se encuentra en el entorno que se produce de manera natural. El
material aislado comprende opcionalmente material no encontrado con el material en su entorno natural; o (2) si el
material estan en su entorno natural, el material se ha alterado de manera sintética (no natural) mediante la
intervencion humana deliberada para dar una composicién y/o se ha colocado en una ubicacién en la célula (por
ejemplo, genoma u organulo subcelular) no nativa para el material encontrado en ese entorno. La alteracion para dar
el material sintético puede realizarse sobre el material dentro de, o extraido, de su estado natural. Por ejemplo, un
acido nucleico que se produce de manera natural se convierte en un acido nucleico aislado si se altera o si se
transcribe a partir de ADN que se ha alterado, por medio de la intervencion humana realizada dentro de la célula a
partir de la cual se origina. Véanse, por ejemplo, Compounds and Methods for Site Directed Mutagenesis in
Eukaryotic Cells, Kmiec, patente estadounidense n.° 5.565.350; In vivo Homologous Sequence Targeting in
Eukaryotic Cells; Zarling et al., documento PCT/US93/03868. Asimismo, un acido nucleico que se produce de
manera natural (por ejemplo, un promotor) se aisla si se introduce por medios que no se producen de manera
natural en un locus del genoma no nativo a ese acido nucleico. Los acidos nucleicos que se “aislan” tal como se
define en el presente documento también se denominan acidos nucleicos “heterélogos”.

El término “efecto terapéutico” tal como se usa en el presente documento se refiere a una consecuencia de
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tratamiento, cuyos resultados se consideran deseables y beneficiosos. Un efecto terapéutico puede incluir, directa o
indirectamente, la detencion, reduccién o eliminacion de una manifestacion de enfermedad. Un efecto terapéutico
también puede incluir, directa o indirectamente, la detencién, reducciéon o eliminacion de la progresion de una
manifestacion de enfermedad. El término “cantidad terapéuticamente eficaz” o una “cantidad eficaz” de uno o mas
de los agentes activos de la presente invencion es una cantidad que es suficiente para proporcionar un efecto
terapéutico. Generalmente, una cantidad eficaz de los agentes activos que puede emplearse oscila entre
aproximadamente 0,000001 mg/kg de peso corporal y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal. Sin embargo,
los niveles de dosificacion se basan en una variedad de factores, incluyendo el tipo de lesién, la edad, el peso, el
sexo, el estado médico del paciente, la gravedad del estado, la via de administracion y el agente activo particular
empleado. Por tanto, el régimen de dosificacién puede variar ampliamente, pero puede determinarse de manera
rutinaria por un médico usando métodos convencionales.

El término “agente terapéutico” tal como se usa en el presente documento se refiere a un farmaco, molécula, acido
nucleico, proteina, composicién u otra sustancia que proporciona un efecto terapéutico. El término “agente activo” tal
como se usa en el presente documento se refiere al ingrediente, componente o constituyente de las composiciones
de la presente invencién responsables del efecto terapéutico deseado. Los términos “agente terapéutico” y “agente
activo” se usan de manera intercambiable en el presente documento.

El término “componente terapéutico” tal como se usa en el presente documento se refiere a una dosificacion
terapéuticamente eficaz (es decir, dosis y frecuencia de administracién) que elimina, reduce o previene la progresion
de una manifestacion de enfermedad particular en un porcentaje de una poblaciéon. Un ejemplo de un componente
terapéutico usado comunmente es la DE50 que describe la dosis en una dosificacion particular que es
terapéuticamente eficaz para una manifestacion de enfermedad particular en el 50% de una poblacion.

El término “farmaco” tal como se usa en el presente documento se refiere a un agente terapéutico o cualquier
sustancia, distinta de alimento, usada en la prevencion, diagndstico, alivio, tratamiento o cura de una enfermedad.

El término “reducir’ o “reduccién” tal como se usa en el presente documento se refiere a limitar la aparicion del
trastorno en individuos en riesgo de desarrollar el trastorno.

El término “modular” tal como se usa en el presente documento significa regular, alterar, adaptar o ajustar a una
determinada medida o proporcion.

Los términos “inhibiendo”, “inhibir” o “inhibicién” tal como se usan en el presente documento se usan para referirse a
reducir la cantidad o velocidad de un proceso, detener el proceso en su totalidad, o disminuir, limitar o bloquear la
accion o funcion del mismo. La inhibicion puede incluir una reduccién o disminucion de la cantidad, velocidad,
funcion de accién, o proceso en al menos el 5%, al menos el 10%, al menos el 15%, al menos el 20%, al menos el
25%, al menos el 30%, al menos el 40%, al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al
menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el
95%, al menos el 98% o al menos el 99% en comparacién con una sustancia de referencia, en la que la sustancia de
referencia es una sustancia que no se inhibe.

El término “cinasa” tal como se usa en el presente documento se refiere a un tipo de enzima que transfiere grupos
fosfato desde moléculas donadoras de alta energia hasta sustratos o moléculas diana especificas. Los grupos
donadores de alta energia pueden incluir, pero no se limitan a, ATP.

El término “péptido inhibidor de cinasa” (o “KIP”) tal como se usa en el presente documento se refiere a una
secuencia de aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos de KIP. Una secuencia de aminoacidos
de KIP dentro de un péptido o peptidomimético transmite al péptido o peptidomimético determinadas capacidades de
inhibicion de cinasa. KIP1, KIP2 y KIP3 son clases de secuencias de aminoacidos de KIP.

El término “peptidomimético” tal como se usa en el presente documento se refiere a una cadena de tipo proteina
pequefia disefiada para imitar a un péptido. Un peptidomimético surge normalmente a partir de la modificacion de un
péptido existente con el fin de alterar las propiedades de la molécula.

El término “sustrato de cinasa” tal como se usa en el presente documento se refiere a un sustrato que puede
fosforilarse mediante una cinasa.

El término “actividad cinasa” tal como se usa en el presente documento se refiere a fosforilacion mediada por cinasa
de un sustrato de cinasa.

El término “célula de mamifero” tal como se usa en el presente documento se refiere a una célula derivada de un
animal de la clase Mammalia. Tal como se usa en el presente documento, las células de mamifero pueden incluir
células normales, andmalas y transformadas. Los ejemplos de células de mamifero utilizadas dentro de la presente
invencion, incluyen, pero no se limitan a, neuronas, células epiteliales, células musculares, células sanguineas,
células inmunitarias, células madre, osteocitos, células endoteliales y blastocitos.

El término “acido nucleico” se refiere a un polimero de desoxirribonucledétido o ribonucledétido en forma o bien mono o
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bien bicatenaria, y a menos que se limite de otro modo, engloba analogos conocidos que tienen la naturaleza
esencial de los nucledtidos naturales porque se hibridan con acidos nucleicos monocatenarios de manera similar a
nucleotidos que se producen de manera natural (por ejemplo, acidos nucleicos peptidicos).

El término “operativamente unido” se refiere a una unién funcional entre un promotor y una segunda secuencia, en la
que la secuencia promotora inicia y media en la transcripcion de la secuencia de ADN correspondiente a la segunda
secuencia. Generalmente, operativamente unido significa que las secuencias de acido nucleico que se unen son
contiguas, cuando es necesario unir dos regiones codificantes de proteinas, son contiguas y estan en el mismo
marco de lectura.

El término “polinucledtido” se refiere a una desoxirribopolinucleétido, ribopolinucleétido, o analogos de los mismos
que tienen la naturaleza esencial de un ribonucleétido natural porque se hibridan, en condiciones de hibridacién
rigurosas, sustancialmente con la misma secuencia de nucledtidos que nucleétidos que se producen de manera
natural y/o permiten la traduccion en el/los mismo(s) aminoacido(s) que el/los nucleétido(s) que se produce(n) de
manera natural. Un polinucleétido puede ser de longitud completa o una subsecuencia de un gen regulador o
estructural nativo o heterélogo. A menos que se indique otra cosa, el término incluye referencia a la secuencia
especificada asi como a la secuencia complementaria de la misma. Por tanto, los ADN o RNA con estructuras
principales modificadas por motivos de estabilidad o por otros motivos son “polinucleétidos” tal como se prevé el
término en el presente documento. Ademas, los ADN o RNA que comprenden bases inusuales, tales como inosina,
0 bases modificadas, tales como tritiladas, por citar sélo dos ejemplos, son polinucledtidos tal como se usa el
término en el presente documento. Se apreciara que se han realizado una gran variedad de modificaciones al ADN y
ARN que sirven para muchos fines utiles conocidos por los expertos en la técnica. El término polinucleétido tal como
se emplea en el presente documento abarca tales formas de polinucleétidos modificados quimica, enzimatica o
metabdlicamente de polinucledtidos, asi como las formas quimicas de ADN y ARN caracteristicas de virus y células,
incluyendo entre otras cosas, células simples y complejas.

El término “péptido” tal como se usa en el presente documento se refiere a un polipéptido, proteina o
peptidomimético. Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan en el presente documento para referirse a
un polimero de residuos de aminoacido. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas
residuos de aminoacido es un analogo quimico artificial de un aminoacido correspondiente que se produce de
manera natural, asi como polimeros de aminoacido que se producen de manera natural. La naturaleza esencial de
tales analogos de aminoacidos que se producen de manera natural es que, cuando se incorporan en una proteina,
esa proteina es reactiva especificamente con anticuerpos producidos para la propia proteina pero que consisten en
su totalidad en aminoacidos que se producen de manera natural. Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina”
también incluyen modificaciones incluyendo, pero sin limitarse a, glicosilaciéon, unién de lipidos, sulfatacion,
gammacarboxilaciéon de residuos de acido glutamico, hidroxilacion y ADP-ribosilacion. Se apreciara, tal como se
conoce bien y tal como se ha indicado anteriormente, que los polipéptidos pueden no ser completamente lineales.
Por ejemplo, los polipéptidos pueden estar ramificados como resultado de ubiquitinacién, y pueden ser circulares,
con o sin ramificacion, generalmente como resultado de acontecimientos tras la traduccion, incluyendo
acontecimientos de procesamiento naturales y acontecimientos provocados por la manipulacion humana que no se
producen de manera natural. También pueden sintetizarse polipéptidos circulares, ramificados y circulares
ramificados mediante un proceso natural distinto de traducciéon y mediante métodos completamente sintéticos.

El término “acido nucleico” se refiere a un polimero de desoxirribonucledétido o ribonucleétido en forma o bien mono o
bien bicatenaria y, a menos que se limite de otro modo, engloba analogos conocidos que tienen la naturaleza
esencial de los nucledtidos naturales porque se hibridan con acidos nucleicos monocatenarios de manera similar a
los nucledtidos que se producen de manera natural (por ejemplo, acidos nucleicos peptidicos).

El término “nucleétido” se refiere a un compuesto quimico que consiste en una base hetrociclica, un azucar y uno o
mas grupos fosfato. En los nucleétidos mas comunes, la base es un derivado de purina o pirimidina, y el azucar es la
pentosa desoxirribosa o ribosa. Los nucleétidos son los monémeros de &cidos nucleicos, con tres 0 mas uniones
entre si con el fin de formar un &cido nucleico. Los nucleétidos son las unidades estructurales de ARN, ADN y varios
cofactores incluyendo, pero sin limitarse a, CoA, FAD, DMN, NAD y NADP. Las purinas incluyen adenina (A) y
guanina (G); las pirimidinas incluyen citosina (C), timina (T) y uracilo (U).

El término “reducir’ o “reduccion” tal como se usa en el presente documento se refiere a una disminuciéon en tamafio
o a la ralentizacion del crecimiento o la velocidad proliferativa de una célula de un neoplasma o hiperplasia.

El término “neoplasia” tal como se usa en el presente documento se refiere a la proliferacion anémala de células
que da como resultado un neoplasma. El término “neoplasma” tal como se usa en el presente documento se refiere
a una masa andmala de tejido, cuyo crecimiento supera y no esta coordinado con el de los tejidos normales, y
persiste de la misma manera excesiva tras el cese del estimulo que provocé el cambio. Un neoplasma puede ser
benigno, potencialmente maligno o maligno. Los neoplasmas benignos incluyen fibroides uterinos y nevos
melanociticos (lunares cutaneos). Estos neoplasmas no se transforman en cancer. Los neoplasmas potencialmente
malignos incluyen carcinoma in situ. Estos neoplasmas no invaden ni destruyen, pero con tiempo suficiente, se
transformaran en un cancer. Los neoplasmas malignos se denominan comunmente cancer. Estos neoplasmas
invaden y destruyen el tejido circundante, pueden formar metastasis y finalmente matan al sujeto.
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El término “hiperplasia” tal como se usa en el presente documento es un término general que se refiere a la
proliferaciéon de células dentro de un érgano o tejido mas alla de la observada habitualmente por ejemplo en células
que se dividen constantemente. La hiperplasia puede dar como resultado el agrandamiento macroscopico de un
organo, la formacién de un tumor benigno, o puede ser visible sélo bajo un microscopio. Se considera que la
hiperplasia es una respuesta fisioldgica a un estimulo especifico, y las células de un crecimiento hiperplasico siguen
sometiéndose a mecanismos de control reguladores normales. La hiperplasia puede producirse en o sobre un
sujeto. La hiperplasia puede deberse a varias causas, incluyendo demanda aumentada, respuesta inflamatoria
cronica, disfunciones hormonales o compensacion por dafio o enfermedad en otra parte. La hiperplasia puede ser
inocua y producirse en un tejido particular. La hiperplasia también puede inducirse artificialmente. La hiperplasia
también puede producirse de manera anémala y estar asociada con una variedad de enfermedades clinicas. La
hiperplasia incluye, pero no se limita a, una hiperplasia de la neointima de una arteria; cicatrices queloides o
cicatrices hiperplasicas; adhesiones quirdrgicas; hiperplasia inducida quirdrgicamente; hiperplasia suprarrenal
congeénita; hiperplasia del endometrio; hiperplasia prostatica benigna; hiperplasia de la mama; hiperplasia epitelial
focal; hiperplasia sebacea; hiperplasia hepatica compensatoria y estados hiperplasicos semejantes.

El término “sujeto” o “individuo” o “paciente” se usan de manera intercambiable para referirse a un miembro de una
especie animal de origen mamifero, incluyendo pero sin limitarse a, un ratdén, una rata, un gato, una cabra, una
oveja, caballo, hamster, hurén, cerdo, un perro, una cobaya, un conejo y un primate, tal como, por ejemplo, un
mono, simio o ser humano.

El término “tratar” o “tratamiento” tal como se usa en el presente documento se refiere a llevar a cabo uno o mas de
lo siguiente: (a) reducir la gravedad de un trastorno; (b) limitar el desarrollo de sintomas caracteristicos de un
trastorno que esta tratandose; (c) limitar el empeoramiento de sintomas caracteristicos de un trastorno que esta
tratandose; (d) limitar la reaparicion de un trastorno en pacientes que tuvieron previamente el trastorno; y (e) limitar
la reaparicion de sintomas en pacientes que anteriormente eran sintomaticos para el trastorno. El término
“enfermedad” o “trastorno” tal como se usa en el presente documento se refiere a una alteracion de la salud o un
estado de funcionamiento anémalo. El término “sindrome” tal como se usa en el presente documento se refiere a un
patron de sintomas indicativos de alguna enfermedad o estado. El término “lesiéon” tal como se usa en el presente
documento se refiere un dafo o perjuicio en una estructura o funciéon del organismo producido por una fuerza o
agente externo, que puede ser fisico o quimico. El término “estado” tal como se usa en el presente documento se
refiere a una variedad de estados de salud y pretende incluir trastornos o enfermedades producidas por cualquier
mecanismo subyacente o trastorno, lesion, y la estimulacion de tejidos y 6rganos sanos. Los trastornos pueden
incluir, por ejemplo, pero sin limitarse a, neoplasia o hiperplasia.

COMPOSICIONES: Péptidos de inhibicion de cinasa (KIP)

Segun un aspecto, la presente invenciéon proporciona una composicion inhibidora de cinasa, comprendiendo la
composicion un péptido inhibidor de cinasa tal como se define en las reivindicaciones, en la que el péptido inhibidor
de cinasa inhibe la actividad cinasa de una enzima cinasa.

Segun una realizacion, el péptido inhibidor de cinasa es un inhibidor de cinasa dependiente de ciclina. En algunas
realizaciones de este tipo, la secuencia de aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa es
HRRIKAWLKKILALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166]. En algunas realizaciones de este tipo, la secuencia de
aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa es WLRRIKAWLRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 113]. En algunas
realizaciones de este tipo, la secuencia de aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa es
WLRRIKAWLRRALARQLGVA [SEQ ID NO: 177].

En algunas realizaciones de este tipo, la secuencia de aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa es
KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 173]. En algunas realizaciones de este tipo, la secuencia de
aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa es FAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 163].

Segun algunas realizaciones de este tipo, la secuencia de aminoacidos es YARAAARQARAKALARQLGVAA [SEQ
ID NO: 106].

Segun otra realizacidon de este tipo, la secuencia de aminoacidos es YARAAARQARAKALNRQLGVA [SEQ ID NO:
28].

Segun otra realizacion de este tipo, la secuencia de aminoacidos es YARAAARQARAKALNRQLAVAA [SEQ ID NO:
100].

Segun otra realizacién de este tipo, la secuencia de aminoacidos es YARAAARQARAKALNRQLAVA [SEQ ID NO:
64].

También se describen los péptidos de inhibicion de cinasa de la tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de aminoacidos de KIP adicionales

| | Secuencia de aminoacidos [SEQ ID NO]
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Secuencia de aminoacidos [SEQ ID NO:]

1 (R)s-0 [SEQ ID NO: 1]

2 GRKKRRQRRRPPQ [SEQ ID NO: 2]

3 AYARAAARQARA [SEQ ID NO: 3]

4 DAATATRGRSAASRPTERPRAPARSASRPRRPVE [SEQ ID NO: 4]

5 GWTLNSAGILLGLINLKALAALAKKIL [SEQ ID NO: 5]

6 PLSSIFSRIGDP [SEQ ID NO: 6]

7 AAVALLPAVLLALLAP [SEQ ID NO: 7]

8 AAVLLPVLLAAP [SEQ ID NO: 8]

9 VTVLALGALAGVGVG [SEQ ID NO: 9]

10 GALFLGWLGAAGSTMGAWSQP [SEQ ID NO: 10]
11 GWTLNSAGILLGLINLKALAALAKKIL [SEQ ID NO: 11]
12 KLALKLALKALKAALKLA [SEQ ID NO: 12]
13 KETWWETWWTEWSQPKKKRKV [SEQ ID NO: 13]
14 KAFAKLAARLYRKA [SEQ ID NO: 14]
15 KAFAKLAARLYRAA [SEQ ID NO: 15]
16 AAFAKLAARLYRKA [SEQ ID NO: 16]
17 KAFAKLAARLYRKA [SEQ ID NO: 17]
18 KAFAKLAARLYRKAGC [SEQ ID NO: 18]
19 KAFAKLAARLYRAAGC [SEQ ID NO: 19]
20 AAFAKLAARLYRKAGC [SEQ ID NO: 20]
21 KAFAKLAARLYRKAGC [SEQ ID NO: 21]
22 KAFAKLAAQLYRKAGC [SEQ ID NO: 22]
23 AGGGGYGRKKRRQRRR [SEQ ID NO: 23]
24 (WLRRIKA)1.3 [SEQ ID NO: 176]
25 YGRKKRRQRRR [SEQ ID NO: 24]
26 YARAAARQARA [SEQ ID NO: 25]
27 RQRRKKRG [SEQ ID NO: 26]
28 GRKKRRQR [SEQ ID NO: 27]
29 YARAAARQARAKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 28]
30 YGRKKRRQRRRKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 29]
31 GRKKRRQRKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 30]
32 RQRRKKRGKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 31]
33 WLRRIKAWLRRIKAKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 32]
34 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 33]
35 YARAAARQARAKKKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 34]
36 YGRKKRRQRRRKKKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 33]
37 RQRRKKRGKKKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 36]
38 GRKKRRQRKKKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 37]
39 WLRRIKAWLRRIKAKKKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 38]
40 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKKKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 39]
41 YARAAARQARAKKKALNRGLGVA [SEQ ID NO: 40]
42 YGRKKRRQRRRKKKALNRGLGVA [SEQ ID NO: 41]
43 RQRRKKRGKKKALNRGLGVA [SEQ ID NO: 42]
44 GRKKRRQRKKKALNRGLGVA [SEQ ID NO: 43]
45 WLRRIKAWLRRIKAKKKALNRGLGVA [SEQ ID NO: 44]
46 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKKKALNRGLGVA [SEQ ID NO: 45]
47 YARAAARQARAKKKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 46]
48 YGRKKRRQRRRKKKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 47]
49 RQRRKKRGKKKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 48]
50 GRKKRRQRKKKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 49]
51 WLRRIKAWLRRIKAKKKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 50]
52 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKKKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 51]
53 YARAAARQARAKKKALARQLGVA [SEQ ID NO: 52]
54 YGRKKRRQRRRKKKALARQLGVA [SEQ ID NO: 53]
55 RQRRKKRGKKKALARQLGVA [SEQ ID NO: 54]
56 GRKKRRQRKKKALARQLGVA [SEQ ID NO: 55]
57 WLRRIKAWLRRIKAKKKALARQLGVA [SEQ ID NO: 56]
58 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKKKALARQLGVA [SEQ ID NO: 57]
59 YARAAARQARAKALNRGLGVA [SEQ ID NO: 58]
60 YGRKKRRQRRRKALNRGLGVA [SEQ ID NO: 39]
61 RQRRKKRGKALNRGLGVA [SEQ ID NO: 60]
62 GRKKRRQRKALNRGLGVA [SEQ ID NO: 61]

15




ES 2547229 T3

Secuencia de aminoacidos [SEQ ID NO:]
63 WLRRIKAWLRRIKAKALNRGLGVA [SEQ ID NO: 62]
64 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKALNRGLGVA [SEQ ID NO: 63]
65 YARAAARQARAKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 64]
66 YGRKKRRQRRRKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 65]
67 RQRRKKRGKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 66]
68 GRKKRRQRKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 67]
69 WLRRIKAWLRRIKAKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 68]
70 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 69]
71 YARAAARQARAKALARQLGVA [SEQ ID NO: 70]
72 YGRKKRRQRRRKALARQLGVA [SEQ ID NO: 71]
73 RQRRKKRGKALARQLGVA [SEQ ID NO: 72]
74 GRKKRRQRKALARQLGVA [SEQ ID NO: 73]
75 WLRRIKAWLRRIKAKALARQLGVA [SEQ ID NO: 74]
76 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKALARQLGVA [SEQ ID NO: 75]
77 YARAAARQARAKKKALNRGLGVAA [SEQ ID NO: 76]
78 YGRKKRRQRRRKKKALNRGLGVAA [SEQ ID NO: 77]
79 RQRRKKRGKKKALNRGLGVAA [SEQ ID NO: 78]
80 GRKKRRQRKKKALNRGLGVAA [SEQ ID NO: 79]
81 WLRRIKAWLRRIKAKKKALNRGLGVAA [SEQ ID NO: 80]
82 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKKKALNRGLGVAA [SEQ ID NO: 81]
83 YARAAARQARAKKKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 82]
84 YGRKKRRQRRRKKKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 83]
85 RQRRKKRGKKKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 84]
86 GRKKRRQRKKKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 85]
87 WLRRIKAWLRRIKAKKKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 86]
88 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKKKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 87]
89 YARAAARQARAKKKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 88]
90 YGRKKRRQRRRKKKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 89]
9 RQRRKKRGKKKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 90]
92 GRKKRRQRKKKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 91]
93 WLRRIKAWLRRIKAKKKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 92]
94 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKKKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 93]
95 YARAAARQARAKALNRGLGVAA [SEQ ID NO: 94]
96 YGRKKRRQRRRKALNRGLGVAA [SEQ ID NO: 95]
97 RQRRKKRGKALNRGLGVAA [SEQ ID NO: 96]
98 GRKKRRQRKALNRGLGVAA [SEQ ID NO: 97]
99 WLRRIKAWLRRIKAKALNRGLGVAA [SEQ ID NO: 98]
100 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKALNRGLGVAA [SEQ ID NO: 99]
101 YARAAARQARAKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 100]
102 YGRKKRRQRRRKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 101]
103 RQRRKKRGKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 102]
104 GRKKRRQRKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 103]
105 WLRRIKAWLRRIKAKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 104]
106 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 105]
107 YARAAARQARAKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 106]
108 YGRKKRRQRRRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 107]
109 RQRRKKRGKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 108]
110 GRKKRRQRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 109]
111 WLRRIKAWLRRIKAKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 110]
112 WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKAKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 111]
113 WLRRIKAWLRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 113]
114 WLRRIKAWLRRIKALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 142]
115 FAKLAARLYRKA [SEQ ID NO: 160]
116 FAKLAARLYRKAGC [SEQ ID NO: 161]
117 FAKLAARLYRKALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 162]
118 FAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 163]
119 FAKLAARLYRKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 164]
120 FAKLAARLYRKALARQLGVA [SEQ ID NO: 165]
121 HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166]
122 WLRRIKAHRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 167]
123 WLRRIKAWLRR [SEQ ID NO: 168]
124 WLRRIKAWLRRALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 169]
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Secuencia de aminoacidos [SEQ ID NO:]
125 YARAAARQARAKALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 147]
126 YARAAARQARALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 170]
127 YARAAARQARALARQLGVAA [SEQ ID NO: 171]
128 KAFAKLAARLYRKALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 172]
129 KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 173]
130 KAFAKLAARLYRKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 174]
131 KAFAKLAARLYRKALARQLGVA [SEQ ID NO: 175]
132 WLRRIKAWLRRALARQLGVA [SEQ ID NO: 177]

Los siguientes términos se usan en el presente documento para describir las relaciones de secuencia entre dos o
mas acidos nucleicos o polinucledtidos: (a) “secuencia de referencia”, (b) “intervalo de comparacién”, (c) “identidad
de secuencia”, (d) “porcentaje de identidad de secuencia” y (e) “identidad sustancial”.

El término “secuencia de referencia” se refiere a una secuencia usada como base para comparacion de secuencias.
Una secuencia de referencia puede ser un subconjunto o la totalidad de una secuencia especificada; por ejemplo,
como segmento de una secuencia génica o ADNc de longitud completa, o la secuencia génica o ADNc completo.

El término “intervalo de comparacion” se refiere a un segmento contiguo y especificado de una secuencia de
polinucledtido, en el que la secuencia de polinucleétido puede compararse con una secuencia de referencia y en el
que la parte de la secuencia de polinucleétido en el intervalo de comparaciéon puede comprender adiciones o
deleciones (es decir, huecos) en comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o
deleciones) para la alineacion 6ptima de las dos secuencias. Generalmente, el intervalo de comparacion tiene una
longitud de al menos 20 nucleétidos contiguos, y opcionalmente puede tener una longitud de al menos 30
nucleotidos contiguos, una longitud de al menos 40 nucleétidos contiguos, una longitud de al menos 50 nucledtidos
contiguos, una longitud de al menos 100 nucleétidos contiguos, ser mas largo. Los expertos en la técnica entienden
que para evitar una alta similitud con una secuencia de referencia debido a la inclusiéon de huecos en la secuencia
de polinucleétido, normalmente se introduce una penalizacién de hueco y se resta del nUmero de coincidencias.

Se conocen bien en la técnica métodos de alineacion de secuencias para comparacion. La alineacidon de secuencias
Optima para comparacion puede realizarse mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Adv.
Appl. Math. 2:482 (1981); mediante el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol.
48:443 (1970); mediante el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. 85:2444
(1988); mediante implementaciones computerizadas de estos algoritmos, incluyendo, pero sin limitarse a: CLUSTAL
en el programa PC/Gene de Intelligenetics, Mountain View, Calif.; GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA en el
paquete de software Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, Wis., EE.UU;
el programa CLUSTAL esta bien descrito por Higgins y Sharp, Gene 73:237-244 (1988); Higgins y Sharp, CABIOS
5:151-153 (1989); Corpet, et al., Nucleic Acids Research 16:10881-90 (1988); Huang, et al., Computer Applications
in the Biosciences 8:155-65 (1992), y Pearson, et al., Methods in Molecular Biology 24:307-331 (1994). La familia de
programas BLAST, que pueden usarse para busquedas de similitud en bases de datos, incluye: BLASTN para
secuencias de consulta de nucleétidos contra secuencias de bases de datos de nucledtidos; BLASTX para
secuencias de consulta de nucleétidos contra secuencias de bases de datos de proteinas; BLASTP para secuencias
de consulta de proteinas contra secuencias de bases de datos de proteinas; TBLASTN para secuencias de consulta
de proteinas contra secuencias de bases de datos de nucledtidos; y TBLASTX para secuencias de consulta de
nucleotidos contra secuencias de bases de datos de nucledtidos. Véase, Current Protocols in Molecular Biology,
capitulo 19, Ausubel, et al., Eds., Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York (1995).

A menos que se indique otra cosa, los valores de identidad/similitud de secuencia proporcionados en el presente
documento se refieren al valor obtenido usando el paquete de programas BLAST 2.0 usando parametros por
defecto. Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997). El software para realizar analisis de BLAST esta
publicamente disponible, por ejemplo, a través del National Center for Biotechnology Information
(http://www.hcbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar primero pares de secuencias de alta puntuacion
(HSP) mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que o bien coinciden
o bien satisfacen alguna puntuaciéon T umbral de valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma
longitud en una secuencia de base de datos. T se denomina el umbral de puntuacion de palabra vecina (Altschul et
al., citado anteriormente). Estos resultados positivos de palabra vecina iniciales actian como semillas para iniciar
busquedas para encontrar HSP mas largos que las contienen. Los resultados positivos de palabra se extienden
entonces en ambos sentidos a lo largo de cada secuencia todo lo que pueda aumentarse la alineacién acumulativa.
Las puntuaciones acumulativas se calculan usando, para secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacion
de recompensa para un par de residuos coincidentes; siempre>0) y N (puntuacion de penalizacion para residuos no
coincidentes; siembre<0). Para secuencias de aminoacidos, se usa una matriz de puntuacion para calcular la
puntuacién acumulativa. La extension de los resultados positivos de palabra en cada sentido se detiene cuando: la
puntuacién de alineacion acumulativa disminuye en la cantidad X con respecto a su valor maximo logrado; la
puntuacién acumulativa se vuelve cero o menor, debido a la acumulacién de una o mas alineaciones de residuos de
puntuacién negativa; o se alcanza el final de cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo de BLASTW, Ty X
determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para secuencias de nucledétidos)
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usa como parametros por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, punto de corte de
100, M=5, N=-4, y una comparacién de ambas cadenas. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP
usa como parametros por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10, y la matriz de
puntuaciéon BLOSUM62 (véase Henikoff & Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915).

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo de BLAST también realiza un analisis
estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin & Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:5873-5787 (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo de BLAST es la probabilidad de suma
mas pequena (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad con la que se produciria una coincidencia
entre dos secuencias de nucledtidos o de aminoacidos por casualidad. Las busquedas en BLAST suponen que las
proteinas pueden modelarse como secuencias al azar. Sin embargo, muchas proteinas reales comprenden regiones
de secuencias no al azar que pueden ser extensiones homopoliméricas, repeticiones de periodo coro o regiones
enriquecidas en uno o mas aminoacidos. Tales regiones de baja complejidad pueden alinearse entre proteinas no
relacionadas aunque otras regiones de la proteina sean completamente distintas. Pueden emplearse varios
programas de filtro de baja complejidad para reducir tales alineaciones de baja complejidad. Por ejemplo, pueden
emplearse los filtros de baja complejidad SEG (Wooten y Federhen, Comput. Chem., 17:149-163 (1993)) y XNU
(Claverie y States, Comput. Chem., 17:191-201 (1993)) solos 0 en combinacion.

Tal como se usa en el presente documento, “identidad de secuencia” o “identidad” en el contexto de dos secuencias
de acido nucleico o polipéptido se refiere a los residuos en las dos secuencias que son iguales cuando se alinean
para correspondencia maxima a lo largo de un intervalo de comparacion especificado. Cuando se usa el porcentaje
de identidad de secuencia en referencia a proteinas, se reconoce que las posiciones de residuo que no son idénticas
a menudo difieren en sustituciones de aminoacido conservativas, es decir, cuando los residuos de aminoacido se
sustituyen por otros residuos de aminoacido con propiedades quimicas similares (por ejemplo carga o hidrofobia) y
por tanto no cambian las propiedades funcionales de la molécula. Cuando las secuencias difieren en sustituciones
conservativas, el porcentaje de identidad de secuencia puede ajustarse de manera ascendente para corregir la
naturaleza conservativa de la sustitucion. Se dice que las secuencias que difieren en tales sustituciones
conservativas tienen “similitud de secuencia” o “similitud”. Los expertos en la técnica conocen bien medios para
obtener este ajuste. Normalmente esto implica puntuar una sustitucion conservativa como coincidencia erronea
parcial en lugar de completa, aumentando de ese modo el porcentaje de identidad de secuencia. Por tanto, por
ejemplo, cuando a un aminoacido idéntico se le da una puntuacion de 1 y a una sustitucién no conservativa se le da
una puntuacion de cero, a una sustitucion conservativa se le da una puntuacién entre cero y 1. La puntuacion de
sustituciones conservativas se calcula, por ejemplo, segun el algoritmo de Meyers y Miller, Computer Applic. Biol.
Sci., 4:11-17 (1988) por ejemplo, tal como se implementa en el programa PC/GENE (Intelligenetics, Mountain View,
Calif., EE.UU.).

Tal como se usa en el presente documento, “porcentaje de identidad de secuencia” significa el valor determinado
comparando dos secuencias alineadas de manera 6ptima a lo largo de un intervalo de comparacion, en el que la
parte de la secuencia de polinucleétido en el intervalo de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es
decir, huecos) as en comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para la
alineacion optima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el niumero posiciones en las que se
producen bases de &cido nucleico o residuos de aminoacido idénticos en ambas secuencias para dar el numero de
posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes entre el nimero total de posiciones en el
intervalo de comparacion, y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia.

El término “identidad sustancial” de secuencias de polinucleétido significa que un polinucleétido comprende una
secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, una identidad de secuencia de al menos el
80%, una identidad de secuencia de al menos el 90% y una identidad de secuencia de al menos el 95%, en
comparacion con una secuencia de referencia usando uno de los programas de alineacién descritos usando
parametros convencionales. Un experto reconocera que estos valores pueden ajustarse de manera apropiada para
determinar identidades correspondientes de proteinas codificadas por dos secuencias de nucledtidos teniendo en
cuenta la degeneracion de codones, la similitud de aminoéacidos, la colocaciéon del marco de lectura y similares.
Identidad sustancial de secuencias de aminoacidos para estos fines normalmente significa identidad de secuencia
de al menos el 60%, o al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, o al menos el 95%. Otra indicacion de
que secuencias de nucledtidos son sustancialmente idénticas es si dos moléculas se hibridan entre si en
condiciones rigurosas. Sin embargo, los acidos nucleicos que no se hibridan entre si en condiciones rigurosas
todavia son sustancialmente idénticos si los polipéptidos para los que codifican son sustancialmente idénticos. Esto
puede producirse, por ejemplo, cuando se crea una copia de un &cido nucleico usando la degeneracién de codones
maxima permitida por el codigo genético. Una indicacién de que dos secuencias de &cido nucleico son
sustancialmente idénticas es que el polipéptido para el que codifica el primer acido nucleico presenta reaccion
cruzada inmunolégicamente con el polipéptido codificado por el segundo acido nucleico.

El término “identidad sustancial” en el contexto de un péptido indica que un péptido comprende una secuencia con
una identidad de secuencia de al menos el 70% con respecto a una secuencia de referencia, una identidad de
secuencia de al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90% o el 95% con respecto a la secuencia de
referencia a lo largo del intervalo de comparacion especificado. Opcionalmente, la alineacién 6ptima se realiza
usando el algoritmo de homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970). Una indicacion de que dos
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secuencias peptidicas son sustancialmente idénticas es que un péptido es inmunolégicamente reactivo con
anticuerpos producidos contra el segundo péptido. Por tanto, un péptido es sustancialmente idéntico a un segundo
péptido, por ejemplo, cuando los dos péptidos difieren sélo en una sustitucion conservativa. Los péptidos que son
“sustancialmente similares” comparten secuencias tal como se observd anteriormente excepto en aquellas
posiciones de residuos que no son idénticas que pueden diferir en cambios de aminoacidos conservativos.

También se describe un acido nucleico aislado que codifica para un polipéptido que tiene una identidad de
secuencia de aminoacidos de al menos el 85% con respecto a KIP1, en el que el polipéptido inhibe la actividad
cinasa de una enzima cinasa. El acido nucleico aislado codifica para un polipéptido con una identidad de secuencia
de aminoacidos del 100% con respecto a KIP1, en el que el polipéptido inhibe la actividad cinasa de una enzima
cinasa. En algunas realizaciones de este tipo, la secuencia de KIP1 esta operativamente unida a un elemento
regulador controlable.

También se describe un acido nucleico aislado que codifica para un polipéptido que tiene una identidad de
secuencia de aminoacidos de al menos el 85% con respecto a KIP2, en el que el polipéptido inhibe la actividad
cinasa de una enzima cinasa. El acido nucleico aislado codifica para un polipéptido con una identidad de secuencia
de aminoécidos del 100% con respecto a KIP2, en el que el polipéptido inhibe la actividad cinasa de una enzima
cinasa. La secuencia de KIP2 esta operativamente unida a un elemento regulador controlable.

Se describe adicionalmente un acido nucleico aislado que codifica para un polipéptido que tiene una identidad de
secuencia de aminoacidos de al menos el 85% con respecto a KIP3, en el que el polipéptido inhibe la actividad
cinasa de una enzima cinasa. El acido nucleico aislado codifica para un polipéptido con una identidad de secuencia
de aminoécidos del 100% con respecto a KIP3, en el que el polipéptido inhibe la actividad cinasa de una enzima
cinasa. La secuencia de KIP3 esta operativamente unida a un elemento regulador controlable

También se describe un acido nucleico aislado que codifica para un polipéptido que tiene una identidad de
secuencia de aminoacidos de al menos el 85% con respecto a KIP4, en el que el polipéptido inhibe la actividad
cinasa de una enzima cinasa. El acido nucleico aislado codifica para un polipéptido con una identidad de secuencia
de aminoacidos del 100% con respecto a KIP4, en el que el polipéptido inhibe la actividad cinasa de una enzima
cinasa. La secuencia de KIP4 esta operativamente unida a un elemento regulador controlable.

Se describe adicionalmente un acido nucleico aislado que se hibrida especificamente con ARNm que codifica para
un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos de KIP1 o KIP2. El término “se hibrida especificamente”
tal como se usa en el presente documento se refiere al proceso por el que un acido nucleico forma pares de bases
de manera distintiva o definitiva con regiones complementarias de al menos una cadena de ADN que no estaba
apareada originalmente con el acido nucleico. Por ejemplo, un acido nucleico que puede unirse o hibridarse con al
menos una parte de un ARNm de una célula que codifica para un péptido que comprende una secuencia de KIP
puede considerarse un acido nucleico que se hibrida especificamente. Un acido nucleico que se hibrida
selectivamente experimenta hibridacidn, en condiciones de hibridacién rigurosa, de la secuencia de acido nucleico
con una secuencia diana de acido nucleico especificada en un grado detectablemente mayor (por ejemplo, al menos
2 veces con respecto al nivel inicial) que su hibridaciéon con secuencias de acido nucleico no diana y con la exclusién
sustancial de acidos nucleicos no diana. Las secuencias que se hibridan selectivamente normalmente tienen una
identidad de secuencia de aproximadamente al menos el 80%, una identidad de secuencia de al menos el 90% o
una identidad de secuencia de al menos el 100% (es decir, son complementarias) entre si.

Los métodos de extraccion de ARN se conocen bien en la técnica y se describen, por ejemplo, en J. Sambrook et
al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1989), vol. 1, capitulo 7, “Extraction, Purification, and Analysis of Messenger RNA from Eukaryotic Cells”,
incorporado en el presente documento como referencia. Otros métodos de aislamiento y extraccion también se
conocen bien, por ejemplo en F. Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley & Sons, 2007.
Normalmente, el aislamiento se realiza en presencia de agentes caotrépicos, tales como cloruro de guanidinio o
tiocianato de guanidinio, aunque pueden usarse alternativamente otros detergentes y agentes de extraccion.
Normalmente, el ARNm se aisla a partir del ARN extraido total mediante cromatografia sobre oligo(dT)-celulosa u
otros medios cromatogréficos que tienen capacidad para unirse a la parte en 3’-poliadenilada de las moléculas de
ARNm. Alternativamente, pero menos preferiblemente, puede usarse el ARN total. Sin embargo, generalmente se
prefiere aislar poli(A)+ARN de fuentes de mamifero.

También se describe un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se une especificamente a una secuencia de
aminoacidos de un péptido KIP.

Métodos de inhibicion de la actividad cinasa

Se describe adicionalmente un método para inhibir la actividad cinasa de una enzima cinasa, comprendiendo el
método las etapas de: (a) proporcionar una composicion inhibidora de cinasa, en el que la composicion inhibidora de
cinasa comprende una cantidad inhibidora de un péptido inhibidor de cinasa; (b) poner en contacto la composicién
inhibidora de cinasa con una enzima cinasa de manera que el péptido inhibidor de cinasa se asocia con la enzima
cinasa; y (c) reducir la actividad cinasa de la enzima cinasa.
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También se describe un método para inhibir la actividad cinasa de una enzima cinasa, comprendiendo el método las
etapas de: (a) proporcionar una composicion inhibidora de cinasa, en el que la composicién inhibidora de cinasa
comprende una cantidad inhibidora de un péptido inhibidor de cinasa, en el que el péptido inhibidor de cinasa
comprende ademas un péptido KIP1; (b) poner en contacto la composicion inhibidora de cinasa con una enzima
cinasa de manera que el péptido inhibidor de cinasa se asocia con la enzima cinasa; y (c) reducir la actividad cinasa
de la enzima cinasa.

Se describe adicionalmente un método para inhibir la actividad cinasa de una enzima cinasa, comprendiendo el
método las etapas de: (a) proporcionar una composicién inhibidora de cinasa, en el que la composicién inhibidora de
cinasa comprende una cantidad inhibidora de un péptido inhibidor de cinasa, en el que el péptido inhibidor de cinasa
comprende ademas un péptido KIP2; (b) poner en contacto la composicion inhibidora de cinasa con una enzima
cinasa de manera que el péptido inhibidor de cinasa se asocia con la enzima cinasa; y (c) reducir la actividad cinasa
de la enzima cinasa.

También se describe un método para inhibir la actividad cinasa de una enzima cinasa, comprendiendo el método las
etapas de: (a) proporcionar una composicion inhibidora de cinasa, en el que la composicién inhibidora de cinasa
comprende una cantidad inhibidora de un péptido inhibidor de cinasa, en el que el péptido inhibidor de cinasa
comprende ademas un péptido KIP3; (b) poner en contacto la composicion inhibidora de cinasa con una enzima
cinasa de manera que el péptido inhibidor de cinasa se asocia con la enzima cinasa; y (c) reducir la actividad cinasa
de la enzima cinasa.

También se describe un método para disminuir la velocidad enzimatica de una reaccion de cinasa, comprendiendo el
método las etapas de: (a) proporcionar una composicion inhibidora de cinasa, en el que la composicion inhibidora de
cinasa comprende una cantidad inhibidora de un péptido inhibidor de cinasa, en el que el péptido inhibidor de cinasa
comprende un péptido KIP1, (b) poner en contacto la composicién inhibidora de cinasa con una enzima cinasa de
manera que el péptido inhibidor de cinasa se asocia con la enzima cinasa; y (c) disminuir la velocidad enzimatica de
la enzima cinasa. En algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa esta en una célula procariota. En algunas
realizaciones de este tipo, la enzima cinasa esta en una célula eucariota. En algunas realizaciones de este tipo, el
péptido inhibidor de cinasa esta operativamente unido a un elemento regulador controlable.

Se describe adicionalmente un método para disminuir la velocidad enzimatica de una reaccion de cinasa,
comprendiendo el método las etapas de: (a) proporcionar una composicion inhibidora de cinasa, en el que la
composicion inhibidora de cinasa comprende una cantidad inhibidora de un péptido inhibidor de cinasa, en el que el
péptido inhibidor de cinasa comprende un péptido KIP2, (b) poner en contacto la composicion inhibidora de cinasa
con la enzima cinasa de manera que el péptido inhibidor de cinasa se asocia con la enzima cinasa; y (c) disminuir la
velocidad enzimatica de la enzima cinasa. En algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa esta en una célula
procariota. En algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa esta en una célula eucariota. En algunas
realizaciones de este tipo, el péptido inhibidor de cinasa esta operativamente unido a un elemento regulador
controlable.

Segun otra realizacidn, la enzima cinasa es una serina cinasa. Segun otra realizacion, la enzima cinasa es una
treonina cinasa. Segun otra realizacién, la enzima cinasa es una tirosina cinasa. Segun otra realizacién, la enzima
cinasa es una tirosina cinasa receptora. Segun otra realizacion, la enzima cinasa es una serina/treonina cinasa.

Segun otra realizacion, la enzima cinasa es una enzima cinasa seleccionada del grupo que consiste en: Ab 1,
Akt/PKB, AMPK, Arg, Ask, Aurora-A, Axl, Blk, Bmx, Brk, BTK, CaMKI, CaMKI3, CaMKIIp, CaMKIly, CaMKIIp, caseina
cinasa, Cdk, CDK9/ciclina, Ckly1, CKly2, CKly3, Ck15, CK2a, CK2, CHK, CDK1/ciclina B, CHK1, mutantes de CHK2,
CK15, CK2, c-Kit, CLK2, CLK3, Cott, Csk, MAPK1, DCAMKL2, DDR, DYRK2, EGFR, Ephs, EphA2, FAK, Fer,
Fes/Fps, FGFR, FGFRI, Fgr, Fit, FIt3, Flt4, Fms/CSF-1 R, Fyn, GRK5, GRK6, GRK7, GSK, CSK3, Hck, HER/ErbB,
HIPK1, HIPK2, HIPK3, IGF-1, ICF IR, IKK, insulina R, IRAK, IRAK1, IRAK4, JAK, JAK1, JAK2, JAK3, JNK/SAPK,
KDR, Lck, LIMK, LIMK1, LOK, Lyn, MAPK, MAPK1, MAPKAP cinasa, MEK, MEK1, MELK, Met, Mer, MINK, MKK,
MLCK, MLK1, MRCKa, MSK1, MST, MST3, NEK, NEK3, NEK9, PDGFR, PDGFRa, PDGFRp, PDK, PhKy2, PI 3-
cinasa, PIM, Pim-1, Pim-2, Pim-3, PKC, PKCB1, PKC8, PKD2, PKR, PKA, PKBB, PKCBI, PKCs, PKG1, PKG1a,
PKG1B, PKR, PLK, PRAK, PTK5, Pyk, Raf, Rct, RIPK2, ROK/ROCK, ROCK-I, Ron, Ros, Rse, Rsk4, Rsk/MAPKAP
cinasa, S6 cinasa, Rsk2, SAPK2a, SGK, c-Src, Src(1-530), Src, Syk, TAK1, TAO1, TAO2, TBK, Tie2/TEK, TLK2, Trk,
TSSK2, TrkA, Txk, ULK3, Ulk2, VRK2, WEE, Yes, ZAP-70 y ZIPK.

En algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa se selecciona del grupo que consiste en una ROCK cinasa,
una Src cinasa, una PKC cinasa y una Trk cinasa. En algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa es una
ROCK cinasa. En algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa es ROCK-1. En algunas realizaciones de este
tipo, la enzima cinasa es una Src cinasa. En algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa es SRrc(1-530). En
algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa es una PKC cinasa. En algunas realizaciones de este tipo, la
enzima cinasa es PKCB1 o PKCS. En algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa es una Trk cinasa. En
algunas realizaciones de este tipo, la enzima cinasa es TrkA.

También se describe un método de inhibicion de la traduccion de ARNmM de una molécula de ARNmkp,
comprendiendo el método las etapas de: (a) proporcionar una composicion inhibidora de cinasa, en el que la
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composicion inhibidora de cinasa comprende una cantidad inhibidora de un acido nucleico aislado que codifica para
un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos del 100% con respecto a KIP1, en el que el
polipéptido inhibe la actividad cinasa de una enzima cinasa; (b) poner en contacto la composicion inhibidora de
cinasa de la etapa (a) con una molécula de ARNmgpr de manera que el acido nucleico aislado se hibrida con el
ARNmgp; y (c) inhibir la traduccién del ARNm de la molécula de ARNmgp. Tal como se usa en el presente
documento, el término “ARNmkp” se refiere a una molécula de ARNm que tras la traduccién del ARNm, produce una
molécula de KIP. En algunas realizaciones de este tipo, la traducciéon del ARNm de la molécula de ARNmkp produce
una molécula de KIP1. En algunas realizaciones de este tipo, la molécula de ARNmk;p comprende una secuencia de
KIP operativamente unida a un elemento regulador controlable. En algunas realizaciones de este tipo, en la etapa (a)
el acido nucleico aislado codifica para un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos de
aproximadamente el 85% con respecto a un péptido KIP1.

Se describe adicionalmente un método de inhibicion de la traduccion de ARNm de una molécula de ARNmgp,
comprendiendo el método las etapas de: (a) proporcionar una composicion inhibidora de cinasa, en el que la
composicion inhibidora de cinasa comprende una cantidad inhibidora de un acido nucleico aislado que codifica para
un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos del 100% con respecto a un péptido KIP2, en el
que el polipéptido inhibe la actividad cinasa de una enzima cinasa; (b) poner en contacto la composicién inhibidora
de cinasa de la etapa (a) con una molécula de ARNmgp de manera que el acido nucleico aislado se hibrida con el
ARNmkp; y (c) inhibir la traduccion del ARNm de la molécula de ARNmgp. En algunas realizaciones de este tipo, la
traducciéon del ARNm de la molécula de ARNmgp produce una molécula de KIP2. En algunas realizaciones de este
tipo, la molécula de ARNmgp comprende una secuencia de KIP operativamente unida a un elemento regulador
controlable. En algunas realizaciones de este tipo, en la etapa (a) el acido nucleico aislado codifica para un
polipéptido que tiene una identidad de secuencia de aproximadamente el 85% con respecto a un péptido KIP2.

También se describe un método de inhibicion de una funcion de inhibicion de cinasa de un péptido KIP1,
comprendiendo el método las etapas de: (a) proporcionar una composicion inhibidora de cinasa, en el que la
composicion inhibidora de cinasa comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo especifico
frente a un epitopo de una secuencia de aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa, en el que la secuencia de
aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa es una secuencia de aminoacidos del péptido KIP1; (b) poner en
contacto la composicién inhibidora de cinasa de la etapa (a) con un péptido KIP1 de manera que el anticuerpo se
asocia con el péptido KIP1; y (c) inhibir la funcién de inhibicién de cinasa del péptido inhibidor de cinasa.

Se describe adicionalmente un método de inhibicion de la funcion de inhibicion de cinasa de un péptido KIP2,
comprendiendo el método las etapas de: (a) proporcionar una composicion inhibidora de cinasa, en el que la
composicion inhibidora de cinasa comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo especifico
frente a un epitopo de una secuencia de aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa, en el que el secuencia de
aminoacidos del péptido inhibidor de cinasa es una secuencia de aminoacidos del péptido KIP2; (b) poner en
contacto la composicion inhibidora de cinasa de la etapa (a) con un péptido KIP2 de manera que el anticuerpo se
asocia con el péptido KIP2; y (c) inhibir la funcién de inhibicién de cinasa del péptido inhibidor de cinasa.

Inhibicion de trastornos

También se describe un método para inhibir la hiperplasia de una poblacién celular, comprendiendo el método las
etapas de: (a) proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion inhibidora de cinasa a un
sujeto que la necesita, en el que la composicién inhibidora de cinasa comprende un acido nucleico aislado que
codifica para un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos del 100% con respecto a un
péptido KIP, en el que el polipéptido inhibe la actividad cinasa de una enzima cinasa; (b) poner en contacto la
composicion inhibidora de cinasa de la etapa (a) con al menos una célula hiperplasica de manera que el acido
nucleico aislado se asocia con la al menos una célula hiperplasica; y (c) inhibir la hiperplasia. En otra realizacion, el
acido nucleico aislado de la etapa (a) comprende ademas un elemento regulador controlable.

Se describe adicionalmente un método para inhibir la hiperplasia de una poblacion celular, comprendiendo el método
las etapas de: (a) proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion inhibidora de cinasa a un
sujeto que la necesita, en el que la composicién inhibidora de cinasa comprende una cantidad inhibidora de un
péptido inhibidor de cinasa, en la que el péptido inhibidor de cinasa comprende un péptido KIP, (b) poner en
contacto la composicién inhibidora de cinasa con al menos una célula hiperplasica de manera que el péptido
inhibidor de cinasa se asocia con la al menos una célula hiperplasica; y (c) inhibir la hiperplasia. En algunas
realizaciones de este tipo, el péptido inhibidor de cinasa de la etapa (a) esta operativamente unido a un elemento
regulador controlable.

El término “crecimiento” tal como se usa en el presente documento se refiere a un proceso de hacer mas grandes,
mas largas o mas numerosas, o un amento en tamafo, numero o volumen de las células en una poblacién celular.

También se describe un método para inhibir el crecimiento de un neoplasma, comprendiendo el método las etapas
de: (a) proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion inhibidora de cinasa a un sujeto que
la necesita, en el que la composicion inhibidora de cinasa comprende una cantidad inhibidora de un acido nucleico
aislado que codifica para un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos del 100% con
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respecto a un péptido KIP, en el que el polipéptido inhibe la actividad cinasa de una enzima cinasa; (b) poner en
contacto el neoplasma con la composicion inhibidora de cinasa de la etapa (a) de manera que el acido nucleico
aislado se asocia con el neoplasma; y (c) inhibir el crecimiento del neoplasma. En otra realizacion, el &cido nucleico
aislado de la etapa (a) comprende ademas un elemento regulador controlable.

Se describe adicionalmente un método para inhibir el crecimiento de un neoplasma, comprendiendo el método las
etapas de: (a) proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion inhibidora de cinasa a un
sujeto que la necesita, en el que la composicién inhibidora de cinasa comprende una cantidad inhibidora de un
péptido inhibidor de cinasa, en el que el péptido inhibidor de cinasa comprende un péptido KIP, (b) poner en
contacto el neoplasma con la composicion inhibidora de cinasa de manera que el péptido inhibidor de cinasa se
asocia con el neoplasma; y (c) inhibir el crecimiento del neoplasma. En algunas realizaciones de este tipo, el péptido
inhibidor de cinasa de la etapa (a) esta operativamente unido a un elemento regulador controlable.

Segun ofra realizacion, el neoplasma es un tumor benigno. Segun otra realizacién, el neoplasma es un tumor
maligno.

Segun otro aspecto, la presente invencién proporciona la composicion inhibidora de cinasa tal como se definid
anteriormente para su uso en un método de tratamiento de un neoplasma seleccionado del grupo que consiste en un
papiloma, un adenoma, una mola hidatidiforme, un fibroma, un condroma, un osteoma, un leiomioma, un
rabdomioma, un lipoma, un hemangioma, un linfangioma, una policitemia vera, una mononucleosis infecciosa, un
glioma “benigno”, un meningioma, un ganglioneuroma, un neurilemoma, un neurofibroma, un nevo pigmentado
(lunar), un feocromocitoma, un tumor carcinoide, un teratoma, un carcinoma, un adenocarcinoma, un carcinoma de
células basales, un coriocarcinoma, un fibrosarcoma, un condrosarcoma, un osteosarcoma, un leiomiosarcoma, un
rabdomiosarcoma, un liposarcoma, un hemangiosarcoma, un linfangiosarcoma, una leucemia mielocitica, una
leucemia eritrocitica, una leucemia linfocitica, un mieloma multiple, una leucemia monocitica, un sarcoma de Ewing,
un linfoma maligno no Hodgkin, un meduloblastoma, un oligodendroglioma, un sarcoma neurilémico, melanoma
maligno, timoma, un glioblastoma multiforme, un astrocitoma, un ependimoma, un sarcoma meningeo, un
neuroblastoma (schwannoma), un neurofibrosarcoma, un feocromocitoma maligno, un retinoblastoma, un tumor
carcinoide, un nefroblastoma (tumor de Wilms), un teratocarcinoma y un carcinoma embrionario con coriocarcinoma.

El acido nucleico aislado que codifica para un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos del
100% con respecto a un péptido KIP, en el que el polipéptido inhibe la actividad cinasa, puede administrarse de
manera local o sistémica.

Se describen adicionalmente experimentos en modelos animales de enfermedad humana que se usaran para
determinar el efecto de los polipéptidos de la presente invencion. Estos modelos animales se han usado por otros
investigadores, y se aceptan generalmente como tales. Los resultados terapéuticos obtenidos con este modelo
pueden extrapolarse por tanto a métodos de tratamiento de sujetos humanos.

Modelo de hiperplasia

Puede evaluarse un péptido KIP para determinar su capacidad para reducir la hiperplasia usando un modelo porcino
de reestenosis coronaria tal como describen Heldman et al. (A.W. Heldman, L. Cheng, G.M. Jenkins, etc., 2001,
“Paclitaxel Stent Coating Inhibits Neointimal Hyperplasia at 4 Weeks in a Porcine Model of Coronary Restenosis,”
Circulation, 103: 2289-2295). Las endoproétesis se recubren sumergiendo la endoprotesis en una disoluciéon que
contiene un péptido KIP y secando el disolvente. Las endoproétesis recubiertas se montan en catéteres de balon y se
esterilizan usando gas de 6xido de etileno. Se tratan previamente cerdos enanos NIH machos y hembras que pesan
de 35 a 45 kg con aspirina (325 mg) y diltiazem (180 mg) el dia antes de la implantacién de la endoprétesis. Tras
sedar los animales con ketamina (20 mg/kg i.m.) y acetilpromazina (0,22 mg/kg i.m.) y administrar a los animales
pentobarbital sédico (4 mg/kg i.v.) para facilitar la colocacién en decubito supino y la intubacién endotraqueal, se
inserta una cubierta arterial en la arteria carétida derecha seguin una técnica quirdrgica estéril. Tras la administracion
de heparina (5000 U), puede colocarse la endoproétesis en la arteria coronaria descendente anterior izquierda a
través de un catéter guia y desplegarse usando insuflaciones de balén. Se realizan angiogramas a lo largo del
periodo de recuperacion y experimental. El grado de hiperplasia puede evaluarse, entre otros métodos, usando
preparacion histolégica y analisis histomorfométrico.

Modelo de neoplasma

Puede evaluarse un péptido KIP para determinar la capacidad de un péptido KIP para inhibir o disminuir el
crecimiento de un neoplasma usando un modelo de tumor de ratén scid, tal como describen Becker et al. (J.C.
Becker, N. Varki, S.D. Gillies, K. Furukawa, y R.A. Reisfeld, 1996, “Long-lived and Transferable Tumor Immunity in
Mice after Targeted Interleukin-2 Therapy,” J. Clin. Invest., 98(12): 2801-2804). Pueden inducirse tumores
subcutaneos mediante la inyeccion subcutanea de 5 x 10° células tumorales (tal como la linea celular de melanoma
murino B16 o la linea celular B78-D14) suspendidas en un tampon isotopico, tal como RPMI 1640. En el plazo de 14
dias, deben estar presentes tumores con un volumen de aproximadamente 40 pl. Puede inyectarse el péptido KIP
directamente en la masa tumoral, administrado en el momento de la induccion del tumor a través de inyeccion, o
suministrado a través de un vehiculo o un dispositivo. Los tumores subcutaneos pueden evaluarse, entre otros
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métodos, a través de histologia, inmunohistoquimica o técnicas de obtencién de imagenes para evaluar la eficacia
del péptido KIP en la inhibicién, ralentizacién, disminucién o modificacion del crecimiento o el tamafio del neoplasma.

Muerte celular

El término “muerte celular programada” (o “PCD”) tal como se usa en el presente documento se refiere la muerte de
una célula de cualquier forma, mediada por un programa intracelular. A diferencia de la necrosis (una forma de
muerte celular que resulta de lesion tisular aguda y que provoca una respuesta inflamatoria), la PCD es un proceso
regulado que generalmente confiere ventajas durante el ciclo de vida de un organismo. Se conocen dos tipos de
PCD: muerte celular por apoptosis (tipo |) y autofagica (tipo IlI). Otras vias de muerte celular incluyen la muerte
celular programada no apoptoética (también denominada PCD independiente de caspasa o PCD de tipo necrosis),
anoikis (una forma de apoptosis inducida por células dependientes de anclaje que se desprenden de la matriz
extracelular circundante), cornificacion, excitotoxicdad y degeneracion de Wallerain (degeneracion axonal).

El término “apoptosis” tal como se usa en el presente documento se refiere a una serie de acontecimientos
bioquimicos que conducen a cambios morfoldgicos incluyendo, por ejemplo, pero sin limitarse a, formacién de
burbujas, cambios en la membrana celular, tales como pérdida de unién y asimetria de membrana, encogimiento
celular, fragmentacion nuclear, condensacion de cromatina y fragmentacién del ADN cromosémico. El proceso de
apoptosis esta controlado por una variedad diversa de sefales celulares extracelulares e intracelulares. Tales
sefiales extracelulares pueden incluir, por ejemplo, pero no se limitan a, toxinas, hormonas, factores de crecimiento,
oxido nitrico o citocinas, y por tanto deben o bien atravesar la membrana plasmatica o bien transducir la célula para
efectuar una respuesta. El término “sefializacion apoptoética intracelular” tal como se usa en el presente documento
se refiere a una respuesta iniciada por una célula en respuesta al estrés. En ultima instancia puede dar como
resultado el suicidio celular. La union de receptores nucleares mediante factores, tales como, glucocorticoides, calor,
radiacion, privacion de nutrientes, infeccion viral e hipoxia puede conducir a la liberacion de sefales apoptéticas
intracelulares por una célula dafiada.

Segun otro aspecto, la presente invencion proporciona la composicidn inhibidora de cinasa tal como se definié
anteriormente, en la que la composicion induce muerte celular programada de al menos una célula en la poblacién
celular. En algunas realizaciones de este tipo, la célula es una célula procariota. En algunas realizaciones de este
tipo, la célula es una célula eucariota. En algunas realizaciones de este tipo, la célula es una célula de mamifero. En
algunas realizaciones de este tipo, la célula de mamifero se selecciona del grupo que consiste en una neurona, una
célula epitelial, una célula muscular, una célula sanguinea, una célula inmunitaria, una célula madre, un osteocito o
una célula endotelial. En algunas realizaciones de este tipo, la muerte celular programada es apoptosis.

También se describe un método para inducir muerte celular programada en una poblacién celular, comprendiendo el
método las etapas de: (a) proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién inhibidora de
cinasa, en el que la composicion inhibidora de cinasa comprende una cantidad inhibidora de un acido nucleico
aislado que codifica para un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos del 100% con
respecto a un péptido KIP, en el que el polipéptido inhibe la actividad cinasa de una enzima cinasa; (b) poner en
contacto al menos una célula en la poblacién celular con la composicion inhibidora de cinasa de la etapa (a) de
manera que el acido nucleico aislado se asocia con la al menos una célula; y (c) inducir muerte celular programada
de la al menos una célula en la poblacion celular. En algunas realizaciones de este tipo, el acido nucleico aislado de
la etapa (a) comprende ademas un elemento regulador controlable. En algunas realizaciones de este tipo, la célula
es una célula procariota. En algunas realizaciones de este tipo, la célula es una célula de mamifero. En algunas
realizaciones de este tipo, la célula de mamifero se selecciona del grupo que consiste en una neurona, una célula
epitelial, una célula muscular, una célula sanguinea, una célula inmunitaria, una célula madre, un osteocito o una
célula endotelial. En algunas realizaciones de este tipo, la célula es una célula eucariota. En algunas realizaciones
de este tipo, la muerte celular programada es apoptosis.

El término “enfermedad progresiva” tal como se usa en el presente documento implica que el/los tratamiento(s)
administrados anteriormente no son/eran eficaces y que pueden ser necesarios otros tratamientos para controlar la
enfermedad. El término “enfermedad estable” tal como se usa en el presente documento se refiere a ausencia de
disminucion significativa en el tamafio o el nimero de lesiones en el organismo, e implica que probablemente sera(n)
necesario(s) tratamiento(s) adicional(es) para intentar una cura. El término “respuesta parcial” tal como se usa en el
presente documento se refiere a una reduccion de enfermedad en aproximadamente el 30% o mas identificada en
examen clinico, rayos X, exploraciones o pruebas para biomarcadores. El término “respuesta completa” tal como se
usa en el presente documento se refiere a ausencia de enfermedad residual que puede identificarse en examen
clinico, mediante rayos X, o en pruebas para biomarcadores de la enfermedad; la cura no esta implicita.

Se describe adicionalmente un método para inhibir la progresion de una poblacién celular en proliferacion,
comprendiendo el método las etapas de: (a) proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composiciéon
inhibidora de cinasa, en el que la composicion inhibidora de cinasa comprende una cantidad inhibidora de un péptido
inhibidor de cinasa; (b) poner en contacto al menos una célula en la poblaciéon celular en proliferaciéon con la
composicion inhibidora de cinasa de manera que el péptido inhibidor de cinasa se asocia con la al menos una célula
en proliferacion; y (c) inhibir la proliferacion mediante la al menos una célula. En algunas realizaciones de este tipo,
el péptido inhibidor de cinasa esta operativamente unido a un elemento regulador controlable. En algunas
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realizaciones de este tipo, la célula es una célula procariota. En algunas realizaciones de este tipo, la célula es una
célula eucariota.

Segun una realizacion, la presente invenciéon proporciona un método para inhibir la progresion de una poblacién
celular en proliferacion, comprendiendo el método las etapas de: (a) proporcionar una cantidad terapéuticamente
eficaz de una composicion inhibidora de cinasa, en el que la composicion inhibidora de cinasa comprende una
cantidad inhibidora de un péptido inhibidor de cinasa, en el que el péptido inhibidor de cinasa comprende un péptido
KIP, (b) poner en contacto al menos una célula en la poblacién celular en proliferaciéon con la composicién inhibidora
de cinasa de manera que el péptido inhibidor de cinasa se asocia con al menos una célula en proliferacion; y (c)
inhibir la proliferacién mediante la al menos una célula. En algunas realizaciones de este tipo, la célula es una célula
procariota. En algunas realizaciones de este tipo, la célula es una célula eucariota.

También se describe un método para inhibir la progresién de una poblacion celular en proliferacién, comprendiendo
el método las etapas de: (a) proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién inhibidora de
cinasa, en el que la composicion inhibidora de cinasa comprende una cantidad inhibidora de un acido nucleico
aislado que codifica para un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos del 100% con
respecto a un péptido KIP, en el que el polipéptido inhibe la actividad cinasa de una enzima cinasa; (b) poner en
contacto al menos una célula en la poblacién celular en proliferaciéon con la composicién inhibidora de cinasa de la
etapa (a) de manera que el acido nucleico aislado se asocia con al menos una célula en proliferacion; y (c) inhibir la
proliferacién de la al menos una célula. En otra realizacién, el acido nucleico aislado de la etapa (a) comprende
ademas un elemento regulador controlable. En algunas realizaciones de este tipo, la célula es una célula procariota.
En algunas realizaciones de este tipo, la célula es una célula eucariota.

Segun ofra realizacion, la composiciéon inhibidora de cinasa, que es deseable suministrar localmente, puede
formularse para administracion parenteral mediante inyeccién, por ejemplo, mediante inyeccién en bolo o infusion
continua. Las formulaciones para inyeccion pueden presentarse en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo,
en ampollas o en recipientes de dosis multiples, con un conservante afiadido. Las composiciones pueden adoptar
formas tales como suspensiones, disoluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, y pueden contener
agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizacion y/o dispersion. Las formulaciones
farmacéuticas para administracion parenteral incluyen disoluciones acuosas de los compuestos activos en una forma
soluble en agua. Adicionalmente, las suspensiones de los compuestos activos pueden prepararse como
suspensiones para inyeccion oleosas apropiadas. Los disolventes o vehiculos lipdfilos adecuados incluyen aceites
grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o triglicéridos
o liposomas. Las suspensiones de inyeccidon acuosas contienen sustancias que aumentan la viscosidad de la
suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la suspension también
puede contener estabilizadores adecuados o agentes que aumentan la solubilidad de los compuestos para permitir
la preparacion de disoluciones altamente concentradas. Alternativamente, los compuestos activos pueden estar en
forma en polvo para su constitucién con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua libre de pirégenos estéril, antes de
SU UsoO.

Las composiciones farmacéuticas (es decir, composiciones de inhibicion de cinasa) también pueden comprender
portadores o excipientes soélidos o en fase de gel adecuados. Los ejemplos de tales portadores o excipientes
incluyen, pero no se limitan a, carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azucares, almidones, derivados de
celulosa, gelatina y polimeros tales como polietilenglicoles.

Las formas de preparacion farmacéutica solidas o liquidas adecuadas estan, por ejemplo, microencapsuladas, y si
resulta apropiado, con uno o mas excipientes, en cocleatos, recubiertas sobre particulas de oro microscoépicas,
contenidas en liposomas, microgranulos para implantacion en el tejido, o secadas sobre un objeto que va a frotarse
en el tejido. Tales composiciones farmacéuticas también pueden estar en forma de granulos, perlas, polvos,
comprimidos, comprimidos recubiertos, (micro)capsulas, supositorios, jarabes, emulsiones, suspensiones, cremas,
gotas o preparaciones con liberacion prolongada de compuestos activos, en cuya preparacién se usan
habitualmente excipientes y aditivos y/o agentes auxiliares tales como disgregantes, aglutinantes, agentes de
recubrimiento, agentes de hinchado, lubricantes o solubilizantes, tal como se describié anteriormente. Las
composiciones farmacéuticas son adecuadas para su uso en una variedad de sistemas de administracion de
farmacos. Para una breve revision de métodos para la administracion de farmacos, véase Langer 1990 Science 249,
1527-1533, que se incorpora en el presente documento como referencia.

La composicion inhibidora de cinasa, y opcionalmente otros compuestos terapéuticos, puede administrarse tal cual
(en estado puro) o en forma de una sal farmacéuticamente aceptable. Cuando se usan en medicina, las sales deben
ser farmacéuticamente aceptables, pero sales no farmacéuticamente aceptables pueden usarse de manera
conveniente para preparar sales farmacéuticamente aceptable de las mismas. Tales sales incluyen, pero no se
limitan a, las preparadas a partir de los siguientes &cidos: clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, nitrico, fosforico,
maleico, acético, salicilico, p-toluenosulfénico, tartarico, citrico, metanosulfénico, férmico, maldnico, succinico,
naftaleno-2-sulfénico y bencenosulfénico. Ademas, tales sales pueden prepararse como sales alcalinotérreas o de
metal alcalino, tales como sales de sodio, potasio o calcio del grupo acido carboxilico. Por “sal farmacéuticamente
aceptable” quiere decirse aquellas sales que, dentro del alcance de criterio médico razonable, son adecuadas para
su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y otros animales inferiores sin un exceso de toxicidad,
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irritacion, respuesta alérgica y similares y son proporcionales con una razén de riesgo/beneficio razonable. En la
técnica se conocen bien sales farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, P. H. Stahl, et al. describen sales
farmacéuticamente aceptables en detalle en “Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use”
(Wiley VCH, Zarich, Suiza: 2002). Las sales pueden prepararse in situ durante el aislamiento y la purificacion finales
de los compuestos descritos dentro de la presente invencion o por separado haciendo reaccionar una funcion de
base libre con un acido organico adecuado. Sales de adicion de &cido representativas incluyen, pero no se limitan a,
acetato, adipato, alginato, citrato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, canforato,
canforsufonato, digluconato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, fumarato, clorhidrato, bromhidrato,
yodhidrato, 2-hidroxietanosulfonato (isetionato), lactato, maleato, metanosulfonato, nicotinato, 2-naftalenosulfonato,
oxalato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato,
fosfato, glutamato, bicarbonato, p-toluenosulfonato y undecanoato. Ademas, los grupos que contienen nitrégeno
basico pueden cuaternizarse con agentes tales como haluros de alquilo inferior tales como cloruros, bromuros y
yoduros de metilo, etilo, propilo y butilo; sulfatos de dialquilo tales como sulfatos de dimetilo, dietilo, dibutilo y
diamilo; haluros de cadena larga tales como cloruros, bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y estearilo;
haluros de arilalquilo tales como bromuros de bencilo y fenetilo y otros. De este modo se obtienen productos
solubles o dispersables en agua o aceite. Ejemplos de acidos que pueden emplearse para formar sales de adicién
de acido farmacéuticamente aceptables incluyen acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico,
acido sulfurico y acido fosférico y acidos organicos tales como acido oxalico, acido maleico, acido succinico y acido
citrico. Pueden prepararse sales de adicion de base in situ durante el aislamiento y la purificacion finales de
compuestos descritos en la invencion haciendo reaccionar un resto que contiene &cido carboxilico con una base
adecuada tal como el hidroxido, carbonato o bicarbonato de un cation metalico farmacéuticamente aceptable o con
amoniaco 0 una amina organica primaria, secundaria o terciaria. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen,
pero no se limitan a, cationes basados en metales alcalinos o metales alcalinotérreos tales como sales de litio, sodio,
potasio, calcio, magnesio y aluminio y similares y cationes de amina y amoniaco cuaternario no téxicos incluyendo
amonio, tetrametilamonio, tetraetilamonio, metilamina, dimetilamina, trimetilamina, trietilamina, dietilamina, etilamina
y similares. Otras aminas organicas representativas Utiles para la formacion de sales de adicion de base incluyen
etilendiamina, etanolamina, dietanolamina, piperidina, piperazina y similares. También pueden obtenerse sales
farmacéuticamente aceptables usando procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica, por ejemplo
haciendo reaccionar un compuesto suficientemente basico tal como una amina con un acido adecuado para
proporcionar un anién fisiolégicamente aceptable. También pueden prepararse sales de metales alcalinos (por
ejemplo, sodio, potasio o litio) o metales alcalinotérreos (por ejemplo calcio 0 magnesio) de acidos carboxilicos.

Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacién unitaria y pueden prepararse
mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Todos los métodos incluyen la
etapa de poner en asociacidon una composicion inhibidora de cinasa, o una sal o solvato farmacéuticamente
aceptable de la misma (“compuesto activo”) con el portador que constituye uno o mas agentes auxiliares. En
general, las formulaciones se preparan poniendo de manera uniforme e intima en asociacion el agente activo con
portadores liquidos o portadores sélidos finamente divididos, o ambos, y después, si es necesario, conformando el
producto para dar la formulacion deseada.

El agente farmacéutico o un éster, sal, solvato o profarmaco farmacéuticamente aceptable del mismo puede
mezclarse con otros materiales activos que no alteran la accién deseada, o con materiales que suplementan la
accion deseada. Las disoluciones o suspensiones usadas para la aplicacion parenteral, intradérmica, subcutanea,
intratecal o topica pueden incluir, pero no se limitan a, por ejemplo, los siguientes componentes: un diluyente estéril
tal como agua para inyeccion, solucidon salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros
disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metilparabenos; antioxidantes tales
como acido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como acido etilendiaminatetraacético; tampones
tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad tal como cloruro de sodio o dextrosa.
La preparacion parental puede encerrarse en ampollas, jeringas desechables o viales de multiples dosis compuestos
por vidrio o plastico. Para la administracion intravenosa, portadores particulares son solucion salina fisiolégica o
solucion salina tamponada con fosfato (PBS).

Las composiciones farmacéuticas para inyeccién parenteral comprenden disoluciones, dispersiones, suspensiones o
emulsiones estériles, acuosas o no acuosas, farmacéuticamente aceptables, y polvos estériles para su
reconstitucion en disoluciones o dispersiones estériles inyectables. Ejemplos de portadores, diluyentes, disolventes o
vehiculos acuosos y no acuosos adecuados incluyen agua, etanol, polioles (propilenglicol, polietilenglicol, glicerol y
similares), mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales (tales como aceite de oliva) y ésteres organicos
inyectables tales como oleato de etilo. Puede mantenerse una fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de un
recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de
dispersiones, y mediante el uso de tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes incluyendo agentes conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la acciéon de microorganismos puede garantizarse
mediante diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico,
y similares. También puede ser deseable incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azucares, cloruro de sodio y
similares. La absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede provocarse mediante el uso de
agentes que retardan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.
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La suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes de suspension, tales como, por
ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de sorbitano, celulosa microcristalina,
metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar, goma tragacanto y mezclas de los mismos.

Las formas de depésito inyectables se preparan formando matrices microencapsuladas del farmaco en polimeros
biodegradables tales como polilactida-poliglicolida. Dependiendo de la razén de farmaco con respecto a polimero y
la naturaleza del polimero particular empleado, puede controlarse la tasa de liberacién de farmaco. Tales
formulaciones de accién prolongada pueden formularse con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por
ejemplo como emulsién en un aceite aceptable) o resinas de intercambio i6nico, 0 como derivados escasamente
solubles, por ejemplo, como una sal escasamente soluble. Ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen
poliortoésteres y polianhidridos. Las formulaciones inyectables de depdsito también se preparan atrapando el
farmaco en liposomas o microemulsiones que son compatibles con tejidos corporales.

Las formulaciones localmente inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtracion a través de un filtro
que retiene bacterias o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones sdlidas estériles que pueden
disolverse o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril justo antes de su uso. Pueden formularse
preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles, segun las
técnica conocida usando agentes de suspension y agentes dispersantes o humectantes adecuados. La preparacion
inyectable estéril también puede ser una disolucion, suspensiéon o emulsiéon inyectable estéril en un diluyente o
disolvente no toxico, aceptable por via parenteral tal como una disolucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y
disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran el agua, solucion de Ringer, disoluciéon de cloruro de
sodio isoténica y de la U.S.P. Ademas, convencionalmente se emplean aceites fijos estériles como disolvente o
medio de suspension. Con este fin, puede emplearse cualquier aceite fijo insipido incluyendo mono o diglicéridos
sintéticos. Ademas, se usan &cidos grasos tales como acido oleico en la preparacion de productos inyectables.

Las formulaciones para la administracion parenteral (incluyendo, pero sin limitarse a, subcutanea, intradérmica,
intramuscular, intravenosa, intratecal e intraarticular) incluyen disoluciones para inyeccién estériles acuosas y no
acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostatos y solutos, que hacen que la formulacion sea
isoténica con la sangre del receptor previsto; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas, que pueden incluir
agentes de suspension y agentes espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en recipientes de dosis
unitaria o de multiples dosis, por ejemplo ampollas selladas y viales, y pueden almacenarse en un estado secado por
congelacion (liofilizado) que s6lo requiere la adicion del portador liquido estéril, por ejemplo, solucion salina, agua
para inyeccién, inmediatamente antes de su uso. Pueden prepararse disoluciones y suspensiones para inyeccion
extemporaneas a partir de polvos, granulos y comprimidos estériles de la clase descrita anteriormente.

Otro método de formulacién de las composiciones descritas en el presente documento implica conjugar los
compuestos descritos en el presente documento con un polimero que potencia la solubilidad acuosa. Ejemplos de
polimeros adecuados incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol, poli-(acido d-glutamico), poli-(acido I-glutamico),
poli-(acido I-glutamico), poli-(acido d-aspartico), poli-(acido I-aspartico), poli-(acido l-aspartico) y copolimeros de los
mismos. Pueden usarse poli(acidos glutamicos) que tienen pesos moleculares de entre aproximadamente 5.000 y
aproximadamente 100.000, con pesos moleculares de entre aproximadamente 20.000 y aproximadamente 80.000 y
también pueden usarse con pesos moleculares de entre aproximadamente 30.000 y aproximadamente 60.000. El
polimero se conjuga a través de una union éster con uno o mas hidroxilos de una epotilona de la invencién usando
un protocolo esencialmente tal como se describe en la patente estadounidense n.° 5.977.163 que se incorpora en el
presente documento como referencia. Los sitios de conjugacion particulares incluyen el hidroxilo del carbono 21 en
el caso de derivados 21-hidroxilo de la presente invencion. Otros sitios de conjugacion incluyen el, pero no se limitan
al, hidroxilo del carbono 3 y/o hidroxilo del carbono 7.

Los agentes tamponantes adecuados incluyen: acido acético y una sal (al 1-2% p/v); acido citrico y una sal (al 1-3%
p/v); &cido bdrico y una sal (al 0,5-2,5% p/v); y acido fosférico y una sal (al 0,8-2% p/v). Los conservantes adecuados
incluyen cloruro de benzalconio (al 0,003-0,03% p/v); clorobutanol (al 0,3-0,9% p/v); parabenos (al 0,01-0,25% p/v) y
timerosal (al 0,004-0,02% p/v).

En algunas realizaciones, la composicion inhibidora de cinasa es una composicion farmacéutica. Las composiciones
farmacéuticas descritas en la presente invencidon contienen una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicion inhibidora de cinasa y opcionalmente otros agentes terapéuticos incluidos en un portador
farmacéuticamente aceptable. El término “portador farmacéuticamente aceptable” tal como se usa en el presente
documento se refiere a una o mas sustancias de carga, diluyentes o encapsulantes compatibles, sélidas o liquidas,
que son adecuadas para la administracion a un ser humano u otro animal vertebrado. El término “portador” tal como
se usa en el presente documento se refiere a un componente organico o inorganico, natural o sintético, con el que
se combina el componente activo para facilitar la aplicaciéon. EI componente activo puede ser una composicion
inhibidora de cinasa. Los componentes de las composiciones farmacéuticas también pueden combinarse de tal
manera que no haya interaccion que altere sustancialmente la eficacia farmacéutica deseada.

El/los agente(s) terapéutico(s), incluyendo la composicién inhibidora de cinasa, puede(n) proporcionarse en
particulas. El término “particulas” tal como se usa en el presente documento se refiere a nano o microparticulas (o
en algunos casos mas grandes) que pueden contener, en su totalidad o en parte, la composicién inhibidora de
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cinasa. Las particulas pueden contener el/los agente(s) terapéutico(s) en un nucleo rodeado por un recubrimiento.
El/los agente(s) terapéutico(s) también puede(n) dispersarse a través de las particulas. El/los agente(s)
terapéutico(s) también puede(n) adsorberse sobre al menos una superficie de las particulas. Las particulas pueden
tener cinética de liberacion de cualquier orden, incluyendo liberacion de orden cero, liberacién de primer orden,
liberacion de segundo orden, liberacién retardada, liberacion sostenida, liberacién inmediata, etc., y cualquier
combinacion de las mismas. La particula puede incluir, ademds del/de los agente(s) terapéutico(s), cualquiera de los
materiales usados de manera rutinaria en la técnica de la farmacia y la medicina, incluyendo, pero sin limitarse a,
material erosionable, no erosionable, biodegradable o no biodegradable o combinaciones de los mismos. Las
particulas pueden ser microcapsulas que contienen la composicion inhibidora de cinasa en una disolucién o en un
estado semisolido. Las particulas pueden tener practicamente cualquier forma.

Pueden usarse materiales poliméricos tanto no biodegradables como biodegradables en la fabricacién de particulas
para suministrar el/los agente(s) terapéutico(s). Tales polimeros pueden ser polimeros naturales o sintéticos. El
polimero se selecciona basandose en el periodo de tiempo a lo largo del cual se desea la liberacion. Polimeros
bioadhesivos de interés particular incluyen hidrogeles bioerosionables tal como los descritos por Sawhney et al en
Macromolecules (1993) 26, 581-587, cuyas ensefianzas se incorporan en el presente documento. Estos incluyen
poli(acidos hialurénicos), caseina, gelatina, glutina, polianhidridos, poli(acido acrilico), alginato, quitosano,
poli(metacrilatos de metilo), poli(metacrilatos de etilo), poli(metacrilato de butilo), poli(metacrilato de isobutilo),
poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de laurilo), poli(metacrilato de fenilo),
poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo) y poli(acrilato de octadecilo).

Elllos agente(s) terapéutico(s) puede(n) estar contenido(s) en sistemas de liberacion controlada. Con el fin de
prolongar el efecto de un farmaco, con frecuencia es deseable ralentizar la absorcién del farmaco a partir de una
inyeccion subcutanea, intratecal o intramuscular. Esto puede lograrse mediante el uso de una suspension liquida de
material cristalino o amorfo con poca solubilidad en agua. La tasa de absorcién del farmaco depende entonces de su
tasa de disolucidon que, a su vez, puede depender del tamafio de cristal y la forma cristalina. Se pretende que el
término “liberacién controlada” se refiera a cualquier formulacién que contiene farmaco en la que se controlan la
manera y el perfil de liberaciéon de farmaco a partir de la formulacién. Esto se refiere a formulaciones de liberacion
inmediata asi como no inmediata, incluyendo las formulaciones de liberacion no inmediata, pero sin limitarse a,
formulaciones de liberacion sostenida y de liberacién retardada. El término “liberacién sostenida” (también
denominado “liberacién prolongada”) se usa en el presente documento en su sentido convencional para referirse a
una formulacion de farmaco que proporciona una liberacion gradual de un farmaco a lo largo de un periodo de
tiempo prolongado, y que preferiblemente, aunque no necesariamente, da como resultado niveles en sangre
sustancialmente constantes de un farmaco a lo largo de un periodo de tiempo prolongado. Alternativamente, la
absorcion retardada de un farmaco administrado por via parenteral se logra disolviendo o suspendiendo el farmaco
en un vehiculo aceitoso. El término “liberacién retardada” se usa en el presente documento en su sentido
convencional para referirse a una formulacién de farmaco en la que hay un retardo en el tiempo entre la
administracion de la formulacion y la liberacion del farmaco a partir de la misma. La “liberacion retardada” puede
implicar o no una liberacién gradual de farmaco a lo largo de un periodo de tiempo prolongado, y por tanto puede ser
0 no una “liberacién sostenida”.

El uso de un implante de liberacion sostenida a largo plazo puede ser particularmente adecuado para el tratamiento
de estados crénicos. El término liberacion “a largo plazo”, tal como se usa en el presente documento, significa que el
implante se construye y dispone para suministrar niveles terapéuticos del componente activo durante al menos 7
dias, y preferiblemente de aproximadamente 30 a aproximadamente 60 dias. Los expertos habituales en la técnica
conocen bien los implantes de liberacién sostenida a largo plazo e incluyen algunos de los sistemas de liberacion
descritos anteriormente.

También se describe un dispositivo biomédico que comprende al menos un péptido inhibidor de cinasa aislado que
comprende una secuencia segun la formula 1V, en el que el uno o mas péptidos de inhibicién de cinasa aislados se
disponen sobre o en el dispositivo. En algunas realizaciones de este tipo, el al menos un péptido inhibidor de cinasa
es al menos un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
HRRIKAWLKKILALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166]; WLRRIKAWLRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 113]; y
WLRRIKAWLRRALARQLGVA [SEQ ID NO: 177]. En algunas realizaciones de este tipo, el dispositivo biomédico
comprende al menos un péptido inhibidor de cinasa aislado que comprende una secuencia segun la férmula V, en el
que el uno o mas péptidos de inhibiciéon de cinasa aislados se disponen sobre o en el dispositivo. En algunas
realizaciones de este tipo, el dispositivo biomédico comprende al menos un péptido inhibidor de cinasa aislado que
comprende una secuencia segun la formula VI, en el que el uno o mas péptidos de inhibicién de cinasa aislados se
disponen sobre o en el dispositivo. En algunas realizaciones de este tipo, el péptido inhibidor de cinasa es un
péptido que tiene wuna secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 173]; FAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 163]; y
WLRRIKAWLRRIKALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 142].

Se describen métodos generales de genética molecular e ingenieria genética Utiles en la presente invencién en las
ediciones actuales de Molecular Cloning A Laboratory Manual (Sambrook, et al., 1989, Cold Spring Harbor
Laboratory Press), Gene Expression Technology (Methods in Enzymology, Vol. 185, editado por D. Goeddel, 1991.
Academic Press, San Diego, CA), “Guide to Protein Purification” en Methods in Enzymology (M.P. Deutshcer, ed.,
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(1990) Academic Press, Inc.); PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Innis, et al. 1990. Academic
Press, San Diego, CA), Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 22 ed. (R.l. Freshney. 1987. Liss, Inc.
Nueva York, NY), y Gene Transfer and Expression Protocols, pags. 109-128, ed. E.J. Murray, The Humana Press
Inc., Clifton, N.J.). Reactivos, vectores de clonacién y kits para la manipulacion genética estan disponibles de
proveedores comerciales tales como BioRad, Stratagene, Invitrogen, ClonTech y Sigma-Aldrich Co.

Cuando se proporciona un valor de intervalos, se entiende que cada valor intermedio, hasta la decena de la unidad
del limite inferior a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior y el limite inferior
de ese intervalo y cualquier otro valor mencionado o intermedio en ese intervalo mencionado, queda abarcado por la
invencion. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios que pueden incluirse independientemente
en los intervalos mas pequefios también quedan abarcados por la invencién, con sujecién a cualquier limite
especificamente excluido en el intervalo mencionado. Cuando el intervalo mencionado incluye uno o ambos de los
limites, también se incluyen en la invencion intervalos que excluyen cualquiera o ambos de esos limites incluidos.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que el que entiende cominmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta
invencion. Aunque en la practica o pruebas de la presente invencion también puede usarse cualquier método y
material similar o equivalente a los descritos en el presente documento, a continuacion se describen los métodos y
materiales preferidos. Todas las publicaciones mencionadas en el presente documento se incorporan en el presente
documento como referencia para dar a conocer y describir los métodos y/o materiales en relacién con los cuales se
mencionan las publicaciones.

Debe observarse que, tal como se usan en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en
singular “un”, “una” y “el/la” incluyen referencias en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el mismo significado.

Las publicaciones dadas a conocer en el presente documento se proporcionan Unicamente por su divulgacion previa
a la fecha de presentacion de la presente invencion. Nada en el presente documento debe interpretarse como una
admisién de que la presente invencién no tiene derecho a anteceder a tal publicacion debido a invencion previa.
Ademas, las fechas de publicacién proporcionadas pueden diferir de las fechas de publicacién reales que puede ser
necesario confirmar de manera independiente.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar a los expertos habituales en la técnica una completa
divulgacion y descripcion de como preparar y usar la presente invencioén, y no se pretende que limiten el alcance de
lo que los inventores consideran como su invencién ni se pretende que manifiesten que los siguientes experimentos
son todos o los Unicos experimentos realizados. Se han hecho esfuerzos por garantizar la precisiéon con respecto a
los numeros usados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), pero debe contarse con algunos errores y
desviaciones experimentales. A menos que se indique lo contrario, las partes son partes en peso, el peso molecular
es peso molecular promedio en peso, la temperatura es en grados centigrados y la presion es la presion atmosférica
o esta proxima a esta.

Ejemplo 1. Comparacién de la eficacia de un inhibidor peptidico de MAPKAP cinasa Il (MK2) solo o unido
covalentemente al dominio de transduccion WLRRIKAWLRRIKA [SEQ ID NO: 134].

Usando el ensayo de lisato Omnia™ para el kit de MAPKAP-K2 (Invitrogen, Carlsbad, CA), se determind la
velocidad de reaccion para MK2 en presencia y ausencia de cada uno de los péptidos indicados en la tabla 2. En
resumen, se evaluaron concentraciones de péptido inhibidor a 12,5 pmol, 25 pmol, 50 umol y 100 pmol. EI kit
contiene un tampoén de reaccién propio al que se le afiade lo siguiente (se dan las concentraciones finales): ATP
1 mM, DTT 0,2 mM, sustrato peptidico modificado por Sox MAPKAP-K2 10 uM, 5 ng de MK2, y el inhibidor peptidico
de interés (volumen final de 50 pl). Se realizaron las reacciones en los pocillos de una placa de 96 pocillos de poca
unién a proteina proporcionada con el kit, y se tomaron lecturas de fluorescencia a 485 nm cada 30 segundos
durante 20 minutos en un espectrofotdmetro M5 de Molecular Devices. Se us6 un péptido que tenia la secuencia
KALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 124] como referencia porque es un inhibidor conocido basandose en el trabajo de
Hayess y Benndorf (Katrin Hayess y Rainer Benndorf, 1997, “Effect of protein kinase inhibitors on activity of
mammalian small heat-shock protein (HSP25) kinase”, Biochemical Pharmacology, 53(9): 1239-1247).

En la tabla 3 se muestran las velocidades de reaccion para una concentracion de inhibidor de MK2 de 100 pM; las
velocidades de reaccion relativas entre péptidos fueron similares a concentraciones inferiores y superiores (datos no
mostrados). Los resultados de este estudio muestran que varios de los péptidos de inhibiciéon de cinasa segun la
presente invencién pudieron inhibir la actividad de MK2. Los resultados proporcionan adicionalmente informacién en
cuanto a los aminoacidos que son los mas cruciales para la funcion del inhibidor de MK2. Obsérvese que la unién
covalente del péptido inhibidor de MK2 al dominio de transducciéon WLRRIKAWLRRIKA [SEQ ID NO: 134] aumenta
sustancialmente la funcion de inhibidor de MK2.

Tabla 2: Evaluacion de la secuencia de inhibidor de MK2 de cada aminoacido
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[SEQ ID NO:]

Controles

KALNRQLGVA* [SEQ ID NO:114]
KKKALNRQLGVAA? [SEQ ID NO: 115]
(WLRRIKA),LNRQLGVAA [SEQ ID NO: 178]
Barrido con alanina

KALNROLGVAA [SEQ ID NO: 116]
KAANRQLGVAA [SEQ ID NO: 117]
KALARQLGVAA [SEQ ID NO: 118]
KALNAQLGVAA [SEQ ID NO: 119]
KALNRALGVAA [SEQ ID NO: 120]
KALNRQAGVAA [SEQ ID NO: 121]
KALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 122]
KALNRQLGAAA [SEQ ID NO: 123]

Barrido con d-aminoacido

KJdALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 179]
KAJLNRQLGVAA [SEQ ID NO: 180]
KALANRQLGVAA [SEQ ID NO: 181]
KALNARQLGVAA [SEQ ID NO: 182]
Controles

KALNRAQLGVAA [SEQ ID NO: 183]
KALNRQALGdVAA [SEQ ID NO: 184]
KALNRQLGdVAA [SEQ ID NO: 185]

*= Control para determinar el requisito de la A final; # =Control para determinar la importancia de K iniciales

Tabla 3. Velocidades de reaccién para variantes de inhibidor de MK2 (n=3)

Secuencia de péptido variante inhibidor de MK2 % de la velocidad de reaccion de KALNRQLGVAA

[SEQ ID NO: 124] a una concentracién de inhibidor
de 100 uM (+/-EEM de la secuencia de péptido*)

WLKKIKAWLKKIKALNRQLGVVA [SEQ ID NO: 159] -32% (+/-6%)
KALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 124] 100% (+/-3%)
KALNRQLGVA [SEQ ID NO: 125] 100% (+/-3%)
KAANRQLGVAA [SEQ ID NO: 126] 152% (+1-3%)
KALARQLGVAA [SEQ ID NO: 127] 39% (+-1%)
KALNAQLGVAA [SEQ ID NO: 128] 358% (+/-8%)
KALNRALGVAA [SEQ ID NO: 129] 338% (+/-15%)
KALNRQAGVAA [SEQ ID NO: 130] 118% (+/-4%)
KALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 131] 72% (+/-3%)
KALNRQLGAAA [SEQ ID NO: 132] 373% (+/-13%)
KAJLNRQLGVAA [SEQ ID NO: 146% (+/-4%)
KALINRQLGVAA 95% (+/-6%)
KALNdRQLGVAA 306% (+/-4%)
KALNRJQLGVAA 276% (+1-3%)
KALNRQALGVAA 357% (+/-10%)
KALNRQLGAVAA 260% (+/-14%)

KKKALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 133]

91% (+/-4%)

*EEM = Error estandar de la media para tres valores

Ejemplo 2. Velocidades de reaccién de dominio de transduccién

Se comparé la actividad de inhibicion de MK2 del dominio de transducciéon WLRRIKAWLRRIKA [SEQ ID NO: 134]
con la actividad de inhibicion de MK2 de otros dominios de transduccion conocidos: YARAAARQARA [SEQ ID NO:
135] y YGRKKKRRQRRR [SEQ ID NO: 136]. Se sometieron a prueba los dominios de transduccion para determinar
la actividad de MK2 usando las mismas condiciones de ensayo que en el ejemplo 1. Los resultados se muestran en

la tabla 4.

Tabla 4. Velocidades de reaccion para dominios de transduccion diferentes (n = 3)

Secuencia de péptido [SEQ ID NO:] % de la velocidad de reaccion de KKKALNRQLGVAA [SEQ ID
NO: 115] a una concentracion de inhibidor de 100 puM (+/-
EEM*)
WLRRIKA 137 394% (+/-5%)
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Secuencia de péptido [SEQ ID NO:] % de la velocidad de reaccion de KKKALNRQLGVAA [SEQ ID
NO: 115] a una concentracién de inhibidor de 100 uM (+/-
EEM*)
WLRRIKAWLRRIKA 134 19% (+/-2%)
YARAAARQARA 135 274% (+/-9%)
YGRKKRRQRRR 136 158% (+/-11%)

*EEM = Error estandar de la media para tres valores

Estos resultados indican diferencias sustanciales en el efecto de varios dominios de transduccion sobre la inhibicion
de MK2 y que los dominios de transduccion son utiles para inhibir la actividad de cinasas, tales como MK2. El
monodmero WLRRIKA [SEQ ID NO: 137] tenia el mismo nivel de inhibicion que el control no inhibidor (datos no
mostrados); sin embargo, el dimero de dominio de transduccion WLRRIKAWLRRIKA [SEQ ID NO: 134] inhibié MK2
significativamente mas que KKKALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 115]. YARAAARQARA [SEQ ID NO: 135] y
YGRKKRRQRRR [SEQ ID NO: 136] también inhiben MK2 pero no tanto como WLRRIKAWLRRIKA [SEQ ID NO:
134].

Ejemplo 3. Péptidos inhibidores de MK2 con dominios de transduccién

Se sintetizd un conjunto de péptidos inhibidores de MK2 que tenian dominios de transduccion (véase la tabla 5). Las
variantes incluian péptidos con el dominio de transduccion WLRRIKAWLRRIKA [SEQ ID NO: 134] y asparagina
sustituida por alanina, glicina sustituida por alanina, o ambas sustituciones de alanina en el dominio terapéutico.
También se prepararon los mismos péptidos con el dominio de transduccién YARAAARQARA [SEQ ID NO: 135]. Se
compararon las velocidades de reaccion de estas variantes con la velocidad de reaccién de un blanco sin inhibidor
afiadido. En la tabla 6 se muestran los resultados. Los datos en la tabla 6 muestran una sinergia entre el dominio de
transduccién y el dominio terapéutico en la inhibicion de MK2. Dado que el dominio de transduccion
WLRRIKAWLRRIKA [SEQ ID NO: 134] es un inhibidor de MK2 mucho mas fuerte que el dominio de transduccion
YARAAARQARA [SEQ ID NO: 135], los péptidos con un dominio de transduccion WLRRIKAWLRRIKA [SEQ ID NO:
134] son inhibidores de MK2 mucho mas fuertes a una concentracion dada que los péptidos con el dominio de
transduccion YARAAARQARA [SEQ ID NO: 135].

Tabla 5: Dominios terapéuticos optimizados propuestos con dos dominios de transduccion diferentes

Péptidos con dominio de transduccién SEQ ID NO: | Péptidos con dominio de transduccién | SEQ ID NO:
WLRRIKAWLRRIKA [SEQ ID NO: 134] YARAAARQARA [SEQ ID NO: 135]
WLRRIKAWLRRIKALARQLAVA 138 YARAAARQARAKALARQLAVA 143
WLRRIKAWLRRIKALARQLGVA 139 YARAAARQARAKALARQLGVA 144
WLRRIKAWLRRIKALARQLAVA 140 YARAAARQARAKALNRQLAVA 145
WLRRIKAWLRRIKALNRQLGVA 141 YARAAARQARAKALNRQLGVA 146
WLRRIKAWLRRIKALNRQLGVAA 142 YARAAARQARAKALNRQLGVAA 147

Tabla 6: Velocidades de reaccion para péptidos optimizados seleccionados (n=3)

Secuencia de péptido SEQ ID NO % de la velocidad de reaccion de blanco a una
concentracion de inhibidor de secuencia de péptido de
6,25 pN (+/- EEM*)

WLRRIKAWLRRIKALARQLAVA 138 3,3% (+/-0,4%)
WLRRIKAWLRRIKALARQLGVA 139 3,9% (+/-0,8%)
WLRRIKAWLRRIKALNRQLAVA 140 -2,1% (+/-0,5%)
WLRRIKAWLRRIKKKALARQLAVA 148 1,0% (+/-0,4%)
YARAAARQARAKALARQLGVA 143 28,9% (+/-0,8%)
YARAAARQARAKKKALARQLAVA 112 22,4% (+/-0,5%)

Sin inhibidor afadido - 100% (+/-2%)

*EEM = Error estandar de la media de tres valores
Ejemplo 4 - Ensayos de determinacién de perfil de cinasas

Se usaron los péptidos KIP, WLRRIKAWLRRIKALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 142], KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA
[SEQ ID NO: 173] y FAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 163], para determinar el perfil de una variedad de
cinasas diferentes. Se usaron los servicios de ensayo de determinacion de perfil de cinasas proporcionados por
Upstate, una parte de Millipore Corporation (Billerica, MA), para realizar los perfiles de cinasas. Los ensayos de
determinacioén de perfil de cinasas, que son radiométricos, se basan en medir la cantidad de transferencia radiactiva
desde un ATP (y—33P-ATP) hasta un péptido sustrato usando concentraciones conocidas de enzima cinasa, inhibidor,
ATP y tampdn en puntos de tiempo y a temperaturas definidos. Hay detalles disponibles sobre las condiciones de
reaccion para cada cinasa en http://www.millipore.com/drugdiscovery/dd3/KinaseProfiler. Por ejemplo, se someti6é a
prueba la inhibicion de ROCK-1(h) usando un tampoén que contenia MOPS 20 mM, EDTA 1 mM, Brij-35 al 0,01%,
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glicerol al 5%, B-mercaptoetanol al 0,1%, BSA 1 mg/ml. Se incubé6 ROCK-1(h) (5-10 mU) con MOPS 8 mM, pH 7,0,
EDTA 0,2 mM, 30 uM del péptido KEAKEKRQEQIAKRRRLSSLRASTSKSGGSQK, acetato de Mg 10 mM y y->*p-
ATP (actividad especifica de aproximadamente 500 cpm/pmol, concentraciéon segun se requeria) en un volumen de
reaccion final de 25 pl. Se inici6 la reaccion mediante la adicion de la mezcla de MgATP en ausencia y en presencia
de compuestos inhibidores. Tras la incubacion durante 40 minutos a temperatura ambiente, se detuvo la reaccién
mediante la adicién de 5 ul de una disolucién de acido fosférico al 3%. Entonces se aplicaron 10 pl de la mezcla de
reaccion sobre un filtro P30. Se lavé el filtro tres veces durante 5 minutos en acido fosférico 75 mM, una vez en
metanol, se seco y se contd mediante recuento por centelleo. Cuando la cinasa no se inhibe, la cinasa fosforila un
sustrato cargado positivamente con ATP radiactivo, que entonces se une a una membrana de filtro cargada
negativamente. Las cuentas de centelleo (radiactividad) se correlacionan directamente con la actividad cinasa. Se
llevo a cabo el ensayo a una concentracion de ATP dentro del intervalo de 15 micromolar de la Ky, para cada cinasa
individual. Todos los datos de perfiles inferiores a 100 indican inhibicién de cinasa mientras que los datos superiores
a 100 indican estimulacién de cinasa.

Los resultados del ensayo de determinacion de perfii de cinasas se muestran en la tabla 7 para
WLRRIKAWLRRIKALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 142]; en la tabla 8 para KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID
NO: 173]; y en la tabla 9 para FAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 163]. Los resultados muestran que los
péptidos KIP son utiles en la regulacion de la funcién cinasa. Mas especificamente, estos datos muestran que los
péptidos WLRRIKAWLRRIKALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 142], KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 173],
y FAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 163] inhiben varias cinasas, muchas de las cuales se sabe que son
mediadores importantes de hiperplasia y cancer.

Tabla 7. Resultados del ensayo de determinacion de perfil de cinasas usando el péptido de prueba
WLRRIKAWLRRIKALNRQLGVAA [SEQ ID NO: 142].

Cinasa Perfil 1 Cinasa Perfil 1 Cinasa Perfil 1 a
a 30 um a30 um 30 um

Abl (h) 24 GSK3p (h) 129 PKB B (h) 18
AMPK (r) 36 IGF-IR (h) 227 PKC B I (h) 8
Aurora-A (h) 46 IRAK4 (h) 12 PKC53 (h) 11
BTK (h) 5 JAKS3 (h) 85 PKG1a (h) 16
CaMKI (h) 9 KDR (t1) 27 PKG1B (h) 15
CDKl/ciclina B (h) 17 Lck (h) 130 Ret (h) 117
CHK1 (h) 31 L1MK1 (h) 89 ROCK-1 (h) 0
CKIB (h) 52 MAPKI (h) 121 Rsk2 (h) 14
CK2 (h) 114 MEKI (h) 14 SAPK2 a (h) 61
cKit (h) 23 Met (h) 30 Src (1-530) (h) 6
DYRK2 (h) 93 MLCK (h) 4 Syk (h) 19
EGFR (h) 10 PDGFRB (h) 42 Tie2 (h) 17
EphA2 (h) 38 PhKy2 (h) 15 TrkA (h) 6
FGFR1 (h) 27 Pim-1 (h) 5

FIt3 (h) 38 PKA (h) 80

Tabla 8. Resultados del ensayo de determinacion de perfil de cinasas usando el péptido de prueba
KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 173]

Cinasa Perfil 1 a Cinasa Perfil 1 a Cinasa Perfil 1 a
100 pm 100 pm 100 um
Abl (h) 55 IRAK4 (h) 16 Pim-1 (h) 1
AMPK (r) 118 JAKS (h) 91 PKA (h) 103
ASK1 (h) 48 JNK1a1 (h) 92 PKB B (h) 28
Aurora-A (h) 60 KDR (t1) 56 PKC B 1 (h) 23
BTK (h) 16 Lck (h) 847 PKC5 (h) 24
CaMKIl (h) 0 L1MK1 (h) 93 PKG1a (h) 25
CDKl/ciclina B (h) 55 MAPKI (h) 108 PKG1 (h) 24
CHK1 (h) 68 MAPKAP-K2 (h) 8 PRAK 148
CKIB (h) 97 MAPKAP-K3 (h) 17 Ret (h) 117
CK2 (h) 79 MEKI (h) 66 ROCK-1 (h) 29
cKit (h) 31 Met (h) 22 Rsk2 (h) 6
DYRK2 (h) -10 MKK4 (m) 114 SAPK2 a (h) 59
EGFR (h) 16 MKKG®6 (h) 48 Src (1-530) (h) 3
EphA2 (h) 22 MLCK (h) 2 Syk (h) 4
FGFR1 (h) 35 MSK1 (h) 13 Tie2 (h) 8
FIt3 (h) 20 MSK2 (h) 30 TrkA (h) 16
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Cinasa Perfil 1 a Cinasa Perfil 1 a Cinasa Perfil 1 a

100 pm 100 pm 100 pm
GSK3p (h) 184 PDGFRp (h) 66
IGF-IR (h) 76 PhKy2 (h) 27

Tabla 9. Resultados del ensayo de determinacion de perfil de cinasas usando el péptido de prueba
FAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 163].

Cinasa Perfil 1 a Cinasa Perfil 1 a Cinasa Perfil 1 a
100 pm 100 pm 100 pm

Abl (h) 41 IRAK4 (h) 13 Pim-1 (h) 1
AMPK () 101 JAKS (h) 102 PKA (h) 76
ASK1 (h) 53 JNK1a1 (h) 91 PKB B (h) 16
Aurora-A (h) 65 KDR (t1) 78 PKC B1 (h) 73
BTK (h) 19 Lck (h) 493 PKC5 (h) 40
CaMKI (h) 0 L1MK1 (h) 92 PKG1a (h) 12
CDKl/ciclina B (h) 36 MAPKI (h) 104 PKG1B (h) 15
CHK1 (h) 54 MAPKAP-K2 (h) 5 PRAK 131
CKIB (h) 99 MAPKAP-K3 (h) 10 Ret (h) 89
CK2 (h) 80 MEKI (h) 68 ROCK-1 (h) 25
cKit (h) 42 Met (h) 17 Rsk2 (h) -1
DYRK2 (h) -11 MKK4 (m) 90 SAPK2 a (h) 30
EGFR (h) 18 MKKG®6 (h) 42 Src (1-530) (h) | 5
EphA2 (h) 32 MLCK (h) 1 Syk (h) 38
FGFR1 (h) 22 MSK1 (h) 11 Tie2 (h) 0
Fit3 (h) 14 MSK2 (h) 24 TrkA (h) 17
GSK38 (h) 188 PDGFRp (h) 92
IGF-IR (h) 69 PhKy2 (h) 20

Ejemplo 5. Pruebas de toxicidad de péptidos KIP sobre multiples lineas celulares de cancer.

Se evalud el efecto de seis concentraciones de cuatro péptidos KIP sobre siete lineas celulares de cancer. En la
tabla 10 se indican los péptidos KIP usados en estos experimentos.

Tabla 10: Péptidos KIP sometidos a prueba sobre lineas celulares de cancer

Numero de péptido Estructura primaria de péptido SEQ ID NO:
1 HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA 166
2 WLRRIKAHRRIKALARQLGVAA 167
3 WLRRIKAWLRR 168
4 WLRRIKAWLRRALNRQLGVAA 169

Las siete lineas celulares fueron: células de cancer de mama MCF-7 dependientes de estrogenos, células de cancer
de mama MDA 231 no dependientes de estrégenos, células de cancer del sistema nervioso central SF 539, células
de cancer colon HT29, células de cancer de pancreas Paca 2, células de cancer de prostata PC3 y células de
cancer de pulmén A549. Para cada linea celular, se tripsinizaron células en crecimiento exponencial y se sembraron
en pocillos individuales de una placa de 96 pocillos. Se mantuvieron las células en una incubadora humidificada, con
CO; al 5%, a 37°C durante 24 horas. Al dia siguiente, se afiadieron medios recientes junto con 1 pl de una disolucién
madre de péptido para dar concentraciones de péptido finales de 0,3 uM, 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM y 100 uM (n=4).
Se someti6 a prueba doxorubicina como control positivo. Tras incubar las células durante 72 horas, a cada pocillo se
le afiadieron 20 pl de disolucion al 0,5% de MTT {bromuro de 3-(4,5-dimetildiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio}.
Entonces se incubaron las placas durante 4 horas adicionales, momento en el cual se midi6é la absorbancia a 570
nm para cada pocillo usando un lector de microplacas. Se traz6 la absorbancia como funcion de la concentracién de
péptido, y se calcularon los valores de Clso para cada péptido para cada linea celular. En las figuras 1-7 se
presentan los resultados de este experimento. En la tabla 11 se presentan los valores de Clso calculados. Para todas
las lineas celulares, los valores de Clso para cada uno de los cuatro péptidos eran inferiores a 50 uM. Estos
resultados indican que los péptidos KIP son antiproliferativos/citotoxicos frente a diversas lineas celulares de cancer
diferentes de una manera dependiente de la dosis.

Tabla 11: Clso para péptidos KIP sometidos a prueba sobre lineas celulares de cancer

Clso de linea celular (uM)
Péptido MCF-7 MDA231 SF539 HT29 Paca 2 A549 PC3
Péptido 1 1,6 9,3 4,3 6,7 9,0 8,7 6,0
Péptido 2 7,8 19,9 26,0 26,4 19,5 31,9 28,9
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Clso de linea celular (uM)
Péptido MCEF-7 MDA231 SF539 HT29 Paca 2 A549 PC3
Péptido 3 13,5 17,4 22,0 20,7 42,5 34,3 35,5
Péptido 4 4,4 12,0 10,0 11,8 11,2 12,5 23,7

Ejemplo 6. Evaluacion de la apoptosis en células de cancer de mama MCF-7 usando un péptido KIP

Se sembraron células de cancer de mama MCF-7 en pocillos individuales de una placa de 96 pocillos y se
mantuvieron durante 24 horas en una incubadora humidificada, con CO; al 5%, a 37°C. Al dia siguiente, se
afiadieron medios recientes junto con 1 pul de una disolucion madre de péptido KIP, HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA
[SEQ ID NO: 166], para dar una concentracion final de 3 uM o 10 uM (n=4). Tras incubar las células durante 24
horas, se trataron las células con colorante Hoescht para la tincion nuclear, yoduro de propidio para la tincién de
ADN de células necroticas, y anexina V para visualizar células apoptoticas.

Tal como se observa en la figura 8, las células de cancer de mama MCF-7 tienen un alto grado de tincién con
anexina V en comparacion con la tincion con yoduro de propidio para ambas concentraciones de péptido KIP. Estos
resultados indican que los péptidos KIP pueden inducir apoptosis en una linea celular de cancer.
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REIVINDICACIONES

Composicion inhibidora de cinasa que comprende un péptido inhibidor de cinasa para inhibir el crecimiento
de un neoplasma, en la que el péptido inhibidor de cinasa es un péptido que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166];
WLRRIKAWLRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 113];
WLRRIKAWLRRALARQLGVA [SEQ ID NO: 177];
KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 173];
FAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 163];
YARAAARQARAKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 106];
YARAAARQARAKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 28];
YARAAARQARAKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 100]; y
YARAAARQARAKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 64].

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicaciéon 1, en la que el péptido inhibidor de cinasa para
inhibir el crecimiento de un neoplasma es un péptido que tiene una secuencia de aminoéacidos
HRRIKAWLKKIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 166].

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicacion 1, en la que el péptido inhibidor de cinasa para
inhibir el crecimiento de un neoplasma es un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos
WLRRIKAWLRRIKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 113].

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicaciéon 1, en la que el péptido inhibidor de cinasa para
inhibir el crecimiento de un neoplasma es un péptido que tiene una secuencia de aminoéacidos
WLRRIKAWLRRALARQLGVA [SEQ ID NO: 177].

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicacion 1, para su uso en un método de tratamiento de un
neoplasma seleccionado del grupo que consiste en un papiloma, un adenoma, una mola hidatidiforme, un
fibroma, un condroma, un osteoma, un leiomioma, un rabdomioma, un lipoma, un hemangioma, un
linfangioma, una policitemia vera, una mononucleosis infecciosa, un glioma “benigno”, un meningioma, un
ganglioneuroma, un neurilemoma, un neurofibroma, un nevo pigmentado (lunar), un feocromocitoma, un
tumor carcinoide, un teratoma, un carcinoma, un adenocarcinoma, un carcinoma de células basales, un
coriocarcinoma, un fibrosarcoma, un condrosarcoma, un osteosarcoma, un leiomiosarcoma, un
rabdomiosarcoma, un liposarcoma, un hemangiosarcoma, un linfangiosarcoma, una leucemia mielocitica,
una leucemia eritrocitica, una leucemia linfocitica, un mieloma mdultiple, una leucemia monocitica, un
sarcoma de Ewing, un linfoma maligno no Hodgkin, un meduloblastoma, un oligodendroglioma, un sarcoma
neurilémico, melanoma maligno, timoma, un glioblastoma multiforme, un astrocitoma, un ependimoma, un
sarcoma meningeo, un neuroblastoma (schwannoma), un neurofibrosarcoma, un feocromocitoma maligno,
un retinoblastoma, un tumor carcinoide, un nefroblastoma (tumor de Wilms), un teratocarcinoma y un
carcinoma embrionario con coriocarcinoma.

Uso de la composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicacién 1, en la preparacién de un medicamento
para tratar un neoplasma seleccionado del grupo que consiste en un papiloma, un adenoma, una mola
hidatidiforme, un fibroma, un condroma, un osteoma, un leiomioma, un rabdomioma, un lipoma, un
hemangioma, un linfangioma, una policitemia vera, una mononucleosis infecciosa, un glioma “benigno”, un
meningioma, un ganglioneuroma, un neurilemoma, un neurofiboroma, un nevo pigmentado (lunar), un
feocromocitoma, un tumor carcinoide, un teratoma, un carcinoma, un adenocarcinoma, un carcinoma de
células basales, un coriocarcinoma, un fibrosarcoma, un condrosarcoma, un osteosarcoma, un
leiomiosarcoma, un rabdomiosarcoma, un liposarcoma, un hemangiosarcoma, un linfangiosarcoma, una
leucemia mielocitica, una leucemia eritrocitica, una leucemia linfocitica, un mieloma multiple, una leucemia
monocitica, un sarcoma de Ewing, un linfoma maligno no Hodgkin, un meduloblastoma, un
oligodendroglioma, un sarcoma neurilémico, melanoma maligno, timoma, un glioblastoma multiforme, un
astrocitoma, un ependimoma, un sarcoma meningeo, un neuroblastoma (schwannoma), un
neurofibrosarcoma, un feocromocitoma maligno, un retinoblastoma, un tumor carcinoide, un nefroblastoma
(tumor de Wilms), un teratocarcinoma y un carcinoma embrionario con coriocarcinoma.

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicacion 1, en la que el péptido inhibidor de cinasa es un
inhibidor de cinasa dependiente de ciclina.

34



10

15

20

10.

11.

12.

13.

14.

15.

ES 2547229 T3

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicacion 1, en la que la composicion induce muerte celular

programada de al menos una célula en una poblacion celular.

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicacion 1, en la que la composicién inhibe la hiperplasia

de al menos una célula hiperplasica en una poblacion celular.

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicacién 1,
inhibir el crecimiento de un neoplasma es un péptido
KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 173].

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicacion 1,
inhibir el crecimiento de un neoplasma es un péptido
FAKLAARLYRKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 163].

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicacién 1,
inhibir el crecimiento de un neoplasma es un péptido
YARAAARQARAKALARQLGVAA [SEQ ID NO: 106].

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicacién 1,
inhibir el crecimiento de un neoplasma es un péptido
YARAAARQARAKALNRQLGVA [SEQ ID NO: 28].

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicacion 1,
inhibir el crecimiento de un neoplasma es un péptido
YARAAARQARAKALNRQLAVAA [SEQ ID NO: 100].

Composicion inhibidora de cinasa segun la reivindicacién 1,

inhibir el crecimiento de un neoplasma es un péptido
YARAAARQARAKALNRQLAVA [SEQ ID NO: 64].
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