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DESCRIPCION
Inhibidores de la tirosina cinasa bacteriana y sus usos
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencién se refiere al campo de las tirosina cinasas bacterianas y, en particular, a
inhibidores de las mismas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La fosforilacion/desfosforilacion de proteinas es uno de los mecanismos mas potentes y versatiles de
la regulaciéon molecular en los organismos vivos. Durante muchos afios, sin embargo, se consideraba que la
fosforilacion/desfosforilacion de proteinas era exclusiva de eucariotas. Fue después de un largo periodo de
controversia que se documentd la existencia de esta modificacion en bacterias (para revision, véase [1]). Los
primeros estudios se centraron esencialmente en la caracterizacion del "sistema de dos componentes" [2] y del
"sistema de fosfotransferasa PTS" [3], caracteristicas bien conocidas de la sefializacién y regulacion bacterianas en
las que las proteinas se fosforilan en histidinas y acidos asparticos. Después, y en gran parte gracias a la genémica,
la presencia generalizada de genes que codifican serina/treonina cinasas [4] y fosfatasas similares a las eucariéticas
también resulté indiscutible en bacterias [5]. Ademas, experimentos de espectrometria de masas de alta precision
han permitido recientemente caracterizar mas de cien sitios de fosforilacion de serina y treonina en dos modelos
bacterianos [6, 7].

[0003] Asimismo se ha descubierto que algunos miembros bacterianos de la gran familia de proteinas que
contienen el lazo P [8, 9], caracterizadas por el motivo de union a nucleétidos Walker A [10], presentan una actividad
proteina cinasa [11]. El primer miembro de esta nueva familia de proteina cinasas que contienen un lazo P
caracterizado estructural [12] y funcionalmente [13] fue una serina cinasa, la HPr cinasa/fosforilasa bifuncional
implicada en una ruta de sefializacion que regula el uso de las fuentes de carbono en bacterias [14].

[0004] En la fosforilacion de tirosina en bacterias se avanzé mas despacio, y no fue hasta 1997 que se
caracterizd el primer gen que codifica una tirosina cinasa bacteriana [15]. Esta enzima no esta relacionada
estructural y funcionalmente con sus homélogos eucariotas. Al igual que la HPr cinasa/fosforilasa, pertenece a la
familia de las proteina cinasas que contienen un lazo P. Este tipo concreto de tirosina cinasas se ha identificado en
numerosas bacterias [16], definiendo asi una familia bacteriana idiosincratica de BY-cinasas (por Bacterial tYrosine
kinases) [17].

[0005] En las proteobacterias y actinobacterias, las BY-cinasas estan codificadas en forma de un Unico
polipéptido, mientras que en los firmicutes se encuentran en forma de dos proteinas que interactian. Los dominios
N-terminal periplasmatico y C-terminal citoplasmatico de las BY-cinasas de proteobacterias y actinobacterias son
homologos al adaptador de membrana y la BY-cinasa citoplasmatica de firmicutes, respectivamente. Todas las BY-
cinasas que se han examinado sufren una autofosforilacion en un agrupamiento C-terminal de tirosinas, pero
también fosforilan otras proteinas. Entre los primeros sustratos proteicos endogenos identificados de las BY-cinasas
se encuentran proteinas implicadas en la produccién de polisacaridos [18-20], asi como los factores sigma de la
ARN polimerasa [21] y proteinas de unibn a ADN de cadena sencilla [22]. Por lo tanto, las BY-cinasas estan
implicadas en muchos otros procesos bioldégicos importantes, que incluyen la respuesta al estrés. el metabolismo de
ADN, la resistencia a antibiéticos, el control del ciclo celular bacteriano y la patogenicidad [17, 23].

[0006] El mecanismo por medio del cual las BY-cinasa controlan la biosintesis de polisacaridos extracelulares
es el mejor documentado. Desde el afio 2000, un namero creciente de publicaciones han analizado este proceso, y
la fosforilacion de tirosinas ha resultado ser una caracteristica clave en la formacion de la capsula [24]. Las BY-
cinasas se han caracterizado como polisacarido copolimerasas (PCP) pertenecientes a las maquinarias de
multiproteinas transmembranales implicadas en la sintesis y/o la exportacion de un gran nimero de polisacaridos
extracelulares [25]. Sin embargo, la funcién exacta de su fosforilacion sigue sin esclarecerse, incluso aunque se ha
mostrado que influye tanto en la longitud como en la cantidad del polimero producido [26-28], modificando de este
modo las propiedades fisicoquimicas de la capsula [29]. La capsula desempefia funciones criticas en la virulencia de
las bacterias patégenas. Por ejemplo, en las bacterias patégenas para seres humanos, tales como Staphylococcus
aureus, la capsula fomenta la virulencia en modelos de infeccion en animales [30, 31]. La capsula de S. aureus ha
mostrado estar implicada en la proteccién contra la fagocitosis [32] y en la modulacién de la respuesta inmunoldgica
del huésped [33]. Por lo tanto, las tirosina cinasas bacterianas pueden considerarse posibles dianas terapéuticas.
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Péagina 2a.
RESUMEN DE LA INVENCION

[0007] Un objetivo de la presente invencion consiste en proporcionar inhibidores de las BY-cinasas y sus
usos. La invencién viene definida por las reivindicaciones.

[0008] De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto que consta de una
region peptidica que comprende o se compone de la secuencia peptidica de un agrupamiento de tirosinas de la BY-
cinasa de una bacteria, 0 un analogo como se define en la reivindicacién 1, y un analogo peptidico de adenina
PNA(A), en el que la region peptidica y el PNA estan unidos entre si. El agrupamiento de tirosinas es un péptido con
una longitud de 5 a 35 aminoacidos (aa), mas generalmente de 5 a 20 aa, que se encuentra de forma natural en el
extremo C-terminal de las tirosina cinasas bacterianas y que contiene al menos dos y hasta 7 restos tirosina. Mas
adelante se proporcionaran ejemplos. En Trends in Biochemical Sciences 32(2), febrero de 2007, paginas 86-94, se
describen secuencias que comprenden el agrupamiento de tirosinas de diferentes tirosina cinasas bacterianas.

[0009] De acuerdo con una caracteristica, la union entre ambas especies es un enlace peptidico. El
compuesto puede presentar un nimero de restos aminoacido comprendido entre 4 y 21, preferentemente entre 5 y
15. Este compuesto puede actuar como inhibidor de las BY-cinasas.

[0010] De acuerdo con una caracteristica, el PNA(A) esta unido al extremo C-terminal de la
region peptidica.

[0011] De acuerdo con otra caracteristica, el PNA(A) esta unido a la region peptidica a través
de un resto aminoacido K o G. Este resto aminoacido puede ser endégeno o no, y en el Gltimo caso es un resto
aminoacido afiadido o insertado. La K o G puede sustituir a un resto Y de la regién peptidica.

[0012] De acuerdo con otra caracteristica, el PNA(A) esta unido al extremo C-terminal de la
region peptidica a través de un resto aminoacido K o G. Este resto aminoacido puede ser endégeno o no, y en el
ultimo caso es un resto amino&cido afadido o insertado.

[0013] De acuerdo con ofra caracteristica, el compuesto presenta un numero de restos
aminoacido comprendido entre 4 y 21, preferentemente entre 5y 15.

[0014] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una compaosicion
farmacéutica o farmaco que comprende un compuesto como se define en la presente memoria y un diluyente,
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Este compuesto puede actuar como inhibidor de las BY-cinasas.

[0015] De acuerdo con una caracteristica, la composicién farmacéutica o el farmaco
(medicamento) de la invencién comprende al menos dos compuestos de este tipo, presentando cada uno una region
peptidica que comprende, se compone esencialmente o se compone de la secuencia peptidica de un agrupamiento
de tirosinas presente de forma natural en la BY-cinasa, o un fragmento o un analogo del mismo, de al menos dos
bacterias diferentes.

[0016] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto
inhibidor o una composicién farmacéutica o un farmaco de la invencién para el uso en el tratamiento de una
infeccion bacteriana o en la prevencion de una infeccién bacteriana.

[0017] De acuerdo con una caracteristica, la composicion farmacéutica o el farmaco de la
invencion comprende al menos dos compuestos inhibidores de este tipo que comprenden, se componen
esencialmente o se componen de la secuencia peptidica de un agrupamiento de tirosinas presente de forma natural
en la BY-cinasa, o un fragmento o un analogo del mismo, de al menos dos bacterias diferentes y la composicion se
usa para tratar o prevenir una infeccién bacteriana que implique a estas bacterias.

[0018] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona el uso de este
compuesto inhibidor de la invencion para la preparacion de un farmaco para el uso en el tratamiento de una
infeccion bacteriana o en la prevencion de una infeccién bacteriana.

[0019] De acuerdo con una caracteristica, la composicion farmacéutica o el farmaco de la
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invencion comprende al menos dos compuestos inhibidores de este tipo que presentan una region peptidica que
comprende, se compone esencialmente 0 se compone de la secuencia peptidica de un agrupamiento de tirosinas
presente de forma natural en la BY-cinasa, o un fragmento o un analogo del mismo, de al menos dos bacterias
diferentes y la composicion se usa para tratar o prevenir una infeccion bacteriana que implique a estas bacterias.

[0020] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un procedimiento
para tratar a un sujeto contra una infeccion bacteriana, que comprende la administracién de una cantidad eficaz de
un compuesto, una composicion farmacéutica o un farmaco de la invencién a dicho sujeto.

[0021] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento
para prevenir una infeccién bacteriana en un sujeto, que comprende la administracion de una cantidad eficaz de un
compuesto, una composicién farmacéutica o un farmaco de la invencion a dicho sujeto.

[0022] De acuerdo con una caracteristica, la composicion farmacéutica o el farmaco de la
invencion comprende al menos dos compuestos inhibidores de este tipo que presentan una region peptidica que
comprende, se compone esencialmente o se compone de la secuencia peptidica de un agrupamiento de tirosinas
presente de forma natural en la BY-cinasa, o un fragmento o un analogo del mismo, de al menos dos bacterias
diferentes y el procedimiento se usa para prevenir una infeccién o tratar una infecciéon causada por estas bacterias.

DESCRIPCION DETALLADA

[0023] Los polisacéaridos extracelulares se consideran importantes factores de virulencia en las
bacterias patogenas. La biosintesis de las capsulas polisacaridicas implica a menudo enzimas denominadas
polisacarido copolimerasas (PCP). Estas PCP también albergan una actividad tirosina autocinasa, por lo que
también se denominan BY-cinasas (por bacterial tyrosine kinases). Se ha establecido claramente que la produccion
de los polimeros polisacaridicos es controlada por la actividad tirosina cinasa de las PCP. Por lo tanto, cabe imaginar
que el bloqueo de la actividad tirosina cinasa de las PCP afecte a la capacidad de ciertas bacterias para producir
polisacéaridos extracelulares y, de este modo, a su capacidad para infectar a un huésped y/o inducir enfermedades.

[0024] Un objetivo de la invencion es, por lo tanto, proporcionar compuestos inhibidores
capaces de interferir con la actividad tirosina cinasa y con la formacion de la capsula.

[0025] En la presente memoria los autores mencionan una serie de bacterias patdgenas que
codifican una PCP que ha mostrado influir de alguna manera en la produccién de su capsula polisacaridica. Indican
la secuencia de aminoéacidos de su extremo C-terminal (es decir, el motivo de la agrupacién de tirosinas (YC)) que
se podria usar para disefiar un inhibidor péptido-PNA.

[0026] En la presente memoria se contemplan bacterias Gram positivas y Gram negativas.

[0027] A continuacién se proporcionan, a modo de ilustracién, ejemplos de bacterias y la
secuencia de su agrupacion de tirosinas, pero la enumeracion no se debera considerar de manera limitativa.

Streptococcus pneumoniae:

[0028]

- Causa principal de las neumonias bacterianas.

- Coloniza las vias respiratorias superiores.

- Causa también otitis media, sinusitis, bacteremia y meningitis.

- La capsula polisacaridica es esencial para enfermedades invasivas.

PCP/BY-cinasa: CpsfD
YC del extremo C-term.: SVDKYGVYGFYGNYGKK (SEQ ID NO:1)

Staphylococcus aureus:
[0029]

- La infeccién se produce sobre todo cuando se rompen las barreras cutaneas o mucosas y en huéspedes con un
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sistema inmunoldgico comprometido.

- Responsable de un amplio espectro de enfermedades.

- Potencial invasivo para inducir osteomielitis y endocarditis.

- Importante papel en infecciones nosocomiales.

- Reciente aparicion de cepas resistentes a antibiéticos (vancomicina, meticilina).

PCP/BY-cinasa: CapB1 serotipo 5
YC del extremo C-term.: KTKVDKSSSYYHYYGDE (SEQ ID NO:2)
PCP/BY-cinasa: CapB2 serotipo 5

YC del extremo C-term.: KDKSASYYAYYGTDES (SEQ ID NO:3)
Escherichia coli:
[0030]
- Diferentes serotipos: enterohemorragico (EHEC), enteropatégeno (EPEC), enterotoxigénico (ETEC), etc.

- Responsable de enfermedades graves como colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico, infecciéon de las
vias urinarias, diarrea.

PCP/BY-cinasa: Wzc de E.coliK30

YC del extremo C-term.: KASSYYRYGHNHYGYSYYDKK (SEQ ID NO:4)
PCP/BY-cinasa: Wzc de E.coliK12

YC del extremo C-term.: RRASAYQDYGYYEYEYKSDAK (SEQ ID NO:5)
PCP/BY-cinasa: Etk de E.coliK12

YC del extremo C-term.: KRASTAYSYGYNYYGYSYSEKE (SEQ ID NO:6)
PCP/BY-cinasa: Etk de E.coli O157:H7

YC del extremo C-term.:  RRASAYQDYGYYEYEYKSDAK (SEQ ID NO:7)
Erwinia species (amylovora, carotovora, stewartii, chrysanthemi...):
[0031]
- Causa enfermedades de podredumbre blanda en muchas especies de plantas.
- Marchitez de Stewart en maiz dulce, fuego bacteriano en maloideas (manzanos, perales y algunos arboles

ornamentales, etc.).

PCP/BY-cinasa: AmsA de E. amylovora
YC del extremo C-term.: KSANNYGYGYDYYDYSYQQGEKS (SEQ ID NO:8)

Klebsiella pneumoniae:

[0032]

- Papel en infecciones nosocomiales.

- Neumonia o infecciones de las vias urinarias.

- Causa también sintomas graves (absceso hepatico...).

PCP/BY-cinasa: Orf6
YC del extremo C-term.: KKATNKYGYGYNYYDYSYSDKK (SEQ ID NO:9)

Acinetobacter species (calcoaceticus, baumannii, johnsonii...).

[0033]

- Patbgenos nosocomiales muy importantes.

- Contribuyen a la morbilidad y mortalidad de los pacientes, especialmente de los hospitalizados en las unidades de

cuidados intensivos.
- Reciente aparicion de cepas resistentes a antibidticos (carbapenem).
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PCP/BY-cinasa: Ptk de A. johnsonii

YC del extremo C-term.: SSAGYGYGYGY-NYAYAYKANKESD (SEQ ID NO:10)

Pseudomonas (Rastonia) solanacearum:

[0034]

- El exopolisacéarido EPS | se ha descrito como principal factor de virulencia.

- Causa una enfermedad de marchitamiento letal en muchos tipos de plantas.

- Infeccion a través de orificios naturales o heridas en las raices.

PCP/BY-cinasa: EPSB

YC del extremo C-term.: DPNTYRYGYGSRYGRYRYVQYGYTSNSKPPEAESA (SEQ ID NO:11)

Shigella species (flexneri, boydii, sonnei, dysenteriae):
[0035]

- Causa la mas contagiosa de las disenterias bacterianas (shigellosis).
- Invade el epitelio colénico y rectal e induce una grave inflamacién y destruccion epitelial.

- Los pacientes pueden desarrollar complicaciones secundarias (septicemia, neumonia, sindrome urémico

hemolitico).
- 165 millones de casos cada afio (1,1 millones de fallecimientos).

PCP/BY-cinasa: SF2571 de S. flexneri
YC del extremo C-term.: RASAYQDYGYYEYEYKSDAK (SEQ ID NO:12)

Salmonella typhi:

[0036]

- Patogeno transmitido por alimentos.

- Importantes patdgenos para seres humanos y animales

- Salmonelosis

- Las infecciones provocan enterocolitis con diarrea y dolor abdominal.

- Los genes de resistencia integrados suponen un importante riesgo para la salud publica.

PCP/BY-cinasa: ST2329 de ka cepa CT18
YC del extremo C-term.: RATGYQDYGYYEYEYQSDSK (SEQ ID NO:13)

Vibrio cholerae

[0037]

- Patégeno para seres humanos.

- La cépsula es critica para la virulencia en infecciones extraintestinales.
- Causa el colera.

- Aparicion de nuevas cepas epidémicas.

PCP/BY-cinasa: VCO0937

YC del extremo C-term.: KKASRYSGYYHYQAYYGEETKSGAAK (AEQ ID NO:14)

[0038] De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto que comprende
una region peptidica que comprende, se compone esencialmente o se compone de la secuencia peptidica de un
agrupamiento de tirosinas YC de la BY-cinasa de una bacteria, o un fragmento o un analogo o derivado del mismo, y
un analogo peptidico de adenina PNA(A), en la que la region peptidica y el PNA estan unidos entre si. Este
compuesto puede actuar como inhibidor de las BY-cinasas.

[0039] De acuerdo con una caracteristica, la unién entre las dos especies es un enlace peptidico.
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[0040] De acuerdo con una caracteristica, el YC se selecciona de una de las SEQ ID NO: 1 a 14.

[0041] El YC es un péptido con una longitud de 5 a 35, mas generalmente de 5 a 20 aminoacidos, que se
encuentra de forma natural en el extremo C-terminal de las tirosina cinasas bacterianas y que contiene al menos dos
y hasta 7 restos tirosina. La region peptidica puede presentar un nimero de restos aminoacido comprendido entre 4
y 21, preferentemente entre 5 y 15, con mas preferencia entre 7 y 11. La region peptidica puede presentar la
secuencia de un YC natural. Como alternativa puede contener un fragmento peptidico de un YC natural. Asimismo
puede ser un derivado, es decir que es un YC o presenta un fragmento peptidico de un YC, y la parte YC se ha
modificado para aumentar la afinidad por la BY-cinasa.

[0042] De acuerdo con otra caracteristica, el YC se selecciona del grupo formado por:

DEKYGWYGFYGNYGK (SEQ 1D NO:18)
SSYYHYYGD (SEQ 1D NO:16)
ASYYAYYGT (SEQID NOAT)
SSYYRYGH (SEQ 1D NO:18)
NHYGYSYYDK (SEQ ID NC:19)
SAYQDYGYYEYEYKS (SEQ |D NO:20)
TAYSYCYNYYGYSYSE (SEQ 1D NO:21)
SAYQDYGYYEYEYKS (SEQ ID NO:22)
MNYGYGYDYYDYSYQQ (SEQ 1D NO:23)
MEYGYGYNYYDYSYSD (SEQ 1D NG:24)
AGYGEYGYGYNYAYAYKA (SEQ ID NO:25)
NTYRYGYGS (SEQ D NO:26)
SRYGRYRYVQYGYTS (SEQ ID NO:2T)
SAVADYGYYEYEYKS (SEQ |D NO:28)
TGYQDYGYYEYEYQS (SEQ |D NO:29)
SRYSGYYHYQAYYGE (SEQ ID NO:30)

o un fragmento del mismo.

[0043] De acuerdo con otra caracteristica, la region peptidica se selecciona del grupo formado por las SEQ
ID NO: 15 a 30.
[0044] De acuerdo con otra caracteristica, el fragmento YC se selecciona del grupo formado por:

KYCVYGFYGN SEQ ID NO:31)
SYYHY (SEQ ID NO:32)

HYGYSY (SEQ 1D NO:23)
AYSYGYNYYGYS (SEQ 1D NO:34)
NYGYGYDYYDYS (SEQ ID NO:35)
KYGYGYNYYDYS (SEQ ID NO:26)
GYGYGYGYNYAY (SEQ ID NO:3T)
DYGYYEYE (SEQ 1D NO:28)

o un fragmento del mismo.

[0045] De acuerdo con otra caracteristica, la region peptidica se selecciona del grupo formado por las SEQ
ID NO: 31 a 38.

[0046] En una realizacion referente a S. aureus, la region peptidica comprende una de las secuencias
siguientes:



10

15

20

25

30

35

ES 2 547 538 T3

SASYYAY (SEQ 1D NO:39)
ESSYGAY (SEQ 1D NC:40)
KHSEYGY (SEQ 1D NO:41)
YNYYGEYS (SEQ 1D NO:42)
KHSEGEY (SEQ 1D NO:43)
SSSYYHY (SEQ 1D NO44)
WY GFYGM (SEQ 1D NO4E)

[0047] De acuerdo con una caracteristica, el PNA(A) esta unido al extremo C-terminal de la region peptidica.

[0048] De acuerdo con otra caracteristica, el PNA(A) esta unido a la region peptidica a través de un resto
aminoacido K o G. Este resto aminoacido puede ser enddgeno o0 no, y en el Gltimo caso es un resto aminoacido
afadido o insertado.

[0049] De acuerdo con otra caracteristica, el PNA(A) esta unido al extremo C-terminal de la region peptidica
a través de un resto aminoacido K o G. Este resto aminoacido K o G puede ser enddgeno o no, y en el Ultimo caso
es un resto aminoacido afiadido o insertado. La K o G puede sustituir a un resto Y de la region peptidica.

[0050] De acuerdo con otra caracteristica, el compuesto presenta un nimero de restos aminoacido
comprendido entre 4 y 21, preferentemente entre 5y 15.

[0051] En una realizacién referente a S. aureus, el compuesto se selecciona del grupo de compuestos
BYK001, BYK002, BYK003, BYK004, BYKO005 y BYKO007.

[0052] EI PNA(A) es un analogo peptidico de adenina con la férmula general (XLI):
NH;
.
NT N
°§H (XLI)
R1’N "Ry
en la que:

R:1 y R2 son independientemente alquilo sustituido con carboxilo, carbonilo, alcohol o amino primario (es decir, -
COOH, -C(O)R, siendo R alquilo o H, -OH 0 -NH>).

[0053] De acuerdo con otra caracteristica, el resto aminoacido K y el PNA(A) estan unidos a través del &tomo
de nitrégeno de la cadena lateral de este aminoacido.

[0054] De acuerdo con otra caracteristica, el resto aminoacido K se encuentra en un extremo terminal de la
regién peptidica.

[0055] De acuerdo con otra caracteristica, el aminoacido K se encuentra dentro de la regién peptidica y
puede ser un aminoacido endégeno o un aminoacido afiadido.

[0056] Una realizacion preferida consiste en un compuesto que presenta una férmula seleccionada de:
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KY GVYGFY GNK(PMNAA) (SEQ 1D NO: 46)
SYYHYK(PNA(AY (SEQ 1D NO: 47)
HYGYSYKIPMNA(A)) (SEQ 1D NO: 48)
AYSYSYNYYGYSKIPMNAA) (SEQ 1D MO: 49)
NYGYSYDYYDYSKIPNA(A)) (SEQ 1D MO: 50)
KYGYGYNYYDYSKPNA{A)) (SEQ ID NO: 51)
GYGYSYGYNYAYK(PNA(A) (SEQ ID NO: 52)
DYGYYEYEK(PNA(AY (SEQ ID NO: 53).

[0057] De acuerdo con otra caracteristica, la G se encuentra en un extremo terminal de la region peptidica.
Puede ser un aminoéacido enddégeno o un aminoéacido afiadido.
[0058] Una realizacién preferida consiste en un compuesto que presenta una formula seleccionada de:

KYGWYGFYGNGPMALA)) (SEQ ID NO: 54)
SYYHYG(PMNA(AY (SEQ 1D NO: 58)
HYGYSYG(PNA(A]) (SEQ 1D NO: 56)
AYSYGYNYYGYSG(PNAA)) (SEQ ID NO: 5T)
NYGYGYDYYDYSG(PNAA)Y (SEQ ID NO: 58)
KYGYGYNYYDYSG(PMNAA)) (SEQ 1D NO: 59)
GYGYGYSYNYAY G(PMAA)) (SEQ ID NO: 60)
DYGYYEYEG(PMNAA) (SEQ 1D NO: 81).

[0059] De acuerdo con otra caracteristica, alquilo en R1 y Rz es una cadena hidrocarbonada lineal de 1 a 5,
preferentemente 1 a 3, con mas preferencia 1 o 2 &tomos de carbono.

[0060] De acuerdo con otra caracteristica, R1 es -CH2CH2NHz en la formula (XLI).

[0061] De acuerdo con otra caracteristica, Rz es -CH2C(O)OH en la férmula (XLI).

[0062] De acuerdo con otra caracteristica, R1 es -CH2CH2NHz y Rz es -CH2C(O)OH en la formula (XLI).
[0063] De acuerdo con otra caracteristica, Rz es alquilo sustituido con un grupo seleccionado de: -C(0)O0 -

C(0O)O -C(O)R'[ siendo R' alquilo o H, -O0vy -NHLt donde O representa el enlace que une el PNA(A) al resto
aminoécido J.

[0064] Salvo que se definan de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
memoria poseen el significado que entiende generalmente un experto normal en la técnica a la que pertenece esta
invencion.

[0065] La expresion "interferir con" como se usa en la presente memoria significa reducir o inhibir.

[0066] La expresion "presente de forma natural® como se usa en la presente memoria en relacion con un
objeto, tal como una proteina, un péptido o un aminoacido, indica que el objeto se puede encontrar en la naturaleza.
Por ejemplo, se considera que una proteina, péptido o aminoacido que estd presente en un organismo 0 que se
puede aislar de una fuente de la naturaleza y que no ha sido modificado intencionadamente por el hombre en el
laboratorio esta presente de forma natural.

[0067] La expresién "resto aminoacido” como se usa en la presente memoria abarca tanto aminoacidos
presentes de forma natural como aminoacidos no presentes de forma natural. Ejemplos de aminoacidos no
presentes de forma natural incluyen sin limitacién D-aminoéacidos (es decir, un aminoacido de quiralidad opuesta a la
de la forma presente de forma natural), N-a-metilaminoacidos, C-a-metilaminoacidos, B-metilaminoacidos y D- o L-f3-
aminoacidos. Otros aminoacidos no presentes de forma natural incluyen, por ejemplo, B-alanina (3-Ala), norleucina
(Nle), norvalina (Nva), homoarginina (Har), acido 4-aminobutirico (y-Abu), acido 2-aminoisobutirico (Aib), acido 6-
aminohexanoico (g-Ahx), ornitina (orn), sarcosina, acido a-aminoisobutirico, acido 3-aminopropionico, acido 2,3-
diaminopropionico (2,3-diaP), D- o L-fenilglicina, D-(trifluorometil)-fenilalanina y D-p-fluorofenilalanina.
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[0068] Una region peptidica que comprende, se compone esencialmente o se compone de la secuencia
peptidica de un agrupamiento de tirosinas YC de la BY-cinasa de una bacteria, o un fragmento o un analogo del
mismo, presenta toda o parte de la secuencia de aminoacidos del agrupamiento o presenta una secuencia de
aminoacidos que puede contener restos aminoacido no presentes de forma natural y/o el PNA(A). Preferentemente,
la region peptidica coincide con la secuencia de aminoacidos del agrupamiento o de la parte seleccionada del
agrupamiento. El término "andlogo” indica que puede haber algunos cambios de restos aminoacido que no afectan
sustancialmente a la funcién del YC o que pueden incluso incrementar la afinidad. El término "fragmento"” se refiere a
un fragmento del YC en el que el nimero de restos aminoacido asciende preferentemente a al menos 4 restos
aminoacido, por ejemplo entre 4 y 21, preferentemente entre 5 y 15 restos.

[0069] El término "enddégeno” usado en relacién con un resto aminoacido significa que el resto aminoacido
esta presente en la secuencia nativa del YC.

[0070] El término "afiadido" usado en relacién con un resto aminoacido significa que el resto aminoacido es
exogeno a la secuencia nativa, es decir que se afiade o inserta.

[0071] Como se usa en la presente memoria, un "enlace peptidico" puede ser un enlace peptidico presente
de forma natural o un enlace peptidico no presente de forma natural (es decir, modificado). Ejemplos de enlaces
peptidicos modificados adecuados son conocidos en la técnica e incluyen sin limitacién -CH2NH-, -CH2S-, -CH2CHz2-,
CH=CH (cis o trans), -COCHz-, -CH(OH)CHa-, -CH2S0-, -CS-NH- y -NH-CO- (es decir, un enlace peptidico inverso)
(véanse, por ejemplo, Spatola, Vega Data vol. 1, edicién 3, (1983); Spatola en Chemistry and Biochemistry of Amino
Acids Peptides and Proteins, Weinstein, ed., Marcel Dekker, Nueva York, pag. 267 (1983); Morley, J.S., Trends
Pharm. Sci. pags. 463-468 (1980); Hudson y col., Int. J. Pept. Prot. Res. 14:177-185 (1979); Spatola y col., Life Sci.
38:1243-1249 (1986); Hann, J. Chem. Soc. Perkin Trans. | 307-314 (1982); Almquist y col., J. Med. Chem. 23:1392-
1398 /1980); Jennings-White y col., Tetrahedron Lett. 23:2533 (1982); Szelke y col., EP 45665 (1982); Holladay y
col., Tetrahedron Lett. 24:4401-4404 (1983); y Hruby, Life Sci. 31:189-199 (1982)).

[0072] El término "alquilo" como se usa en la presente memoria se refiere a una cadena hidrocarbonada
lineal o ramificada de uno a diez atomos de carbono o a un grupo hidrocarbonado ciclico de tres a diez atomos de
carbono. Dicho grupo alquilo esta sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionados
independientemente del grupo de: alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroalquilo, aralquilo, hidroxi, alcoxi,
aralquiloxi, ariloxi, carboxi, acilo, aroilo, halo, nitro, trihalometilo, ciano, alcoxicarbonilo, ariloxicarbonilo,
aralcoxicarbonilo, acilamino, aroilamino, dialquilamino, carbamoilo, alquilcarbamoilo, dialquilcarbamoilo, alquiltio,
aralquiltio, ariltio, alquileno y NZ1Z2, donde Z: y Z> son independientemente hidrégeno, alquilo, arilo y aralquilo.
Ejemplos de este término incluyen grupos tales como metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, t-butilo, I-butilo (o 2-
metilpropilo), ciclopropilmetilo, i-amilo, n-amilo, hexilo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y similares.

[0073] El término "alquenilo” se refiere a una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada de dos a diez atomos
de carbono que presenta al menos un enlace doble carbono-carbono. Dicho grupo alquenilo puede estar sustituido
opcionalmente con uno o mas sustituyentes definidos anteriormente. Ejemplos de este grupo incluyen alilo y vinilo.

[0074] El término "alquinilo” se refiere a una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada de dos a diez atomos
de carbono que presenta al menos un enlace triple carbono-carbono. Dicho grupo alquinilo puede estar sustituido
opcionalmente con uno o0 mas sustituyentes definidos anteriormente. Ejemplos de este grupo incluyen etinilo y
propargilo.

[0075] El término "heteroalquilo” como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo alquilo de 2 a 10
atomos de carbono en el que al menos un carbono esta reemplazado por un heteroatomo, tal como N, O 0 S.

[0076] El término "arilo" (o "Ar") como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo carbociclico
aromatico que contiene entre aproximadamente 6 y aproximadamente 10 atomos de carbono, o a mdiltiples anillos
condensados en los que al menos un anillo es un grupo carbociclico aromatico que contiene entre 6 y
aproximadamente 10 atomos de carbono. Dicho grupo arilo, 0 Ar, puede estar sustituido opcionalmente con uno o
mas sustituyentes definidos anteriormente. Ejemplos de grupos arilo incluyen fenilo, tolilo, xililo, bifenilo, natftilo,
1,2,3,4-tetrahidronaftilo, antrilo, fenantrilo, 9-fluorenilo y similares.

[0077] El término "aralquilo" como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo alquilo, alquenilo o
alquinilo de cadena lineal o ramificada en el que al menos uno de los &tomos de hidrégeno esta reemplazado por un
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grupo arilo, pudiendo estar el grupo arilo sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes definidos
anteriormente. Ejemplos de grupos aralquilo incluyen bencilo, 4-fenilbutilo, 3,3-difenilpropilo y similares.

[0078] El término "alcoxi" como se usa en la presente memoria se refiere a RO-, en el que R es alquilo,
alquenilo o alquinilo, siendo los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo como se han descrito anteriormente. Ejemplos de
grupos alcoxi incluyen metoxi, etoxi, n-propoxi, I-propoxi, n-butoxi y heptoxi.

[0079] El término "ariloxi" como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo "aril-O", en el que el
grupo arilo es como se ha descrito anteriormente. Ejemplos de grupos ariloxi incluyen fenoxi y naftoxi.

[0080] El término "alquiltio" como se usa en la presente memoria se refiere a RS-, en el R es alquilo,

alquenilo o alquinilo, siendo los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo como se han descrito anteriormente. Ejemplos de
grupos alquiltio incluyen metiltio, etiltio, I-propiltio y heptiltio.

[0081] El término "ariltio" como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo "aril-S", en el que el
grupo arilo es como se ha definido anteriormente. Ejemplos de grupos ariltio incluyen feniltio y naftiltio.

[0082] El término "aralquiloxi" como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo "aralquil-O-", en el
que el grupo aralquilo es como se ha descrito anteriormente. Ejemplos de grupos aralquiloxi incluyen benciloxi.
[0083] El término "aralquiltio” como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo "aralquil-S-", en el

que el grupo aralquilo es como se ha descrito anteriormente. Ejemplos de grupos aralquiltio incluyen benciltio.

[0084] El término "dialquilamino” como se usa en la presente invencion se refiere a un grupo -NZ2Z2, en el
que Z1 y Z2 se seleccionan independientemente de alquilo, alquenilo o alquinilo, siendo alquilo, alquenilo y alquinilo
como se han descrito anteriormente. Ejemplos de grupos dialquilamino incluyen etilmetilamino, dimetilamino y
dietilamino.

[0085] El término "alcoxicarbonilo" como se usa en la presente memoria se refiere a R-O-CO-, en el que R es
alquilo, alquenilo o alquinilo, siendo alquilo, alquenilo y alquinilo como se han descrito anteriormente. Ejemplos de
grupos alcoxicarbonilo incluyen metoxicarbonilo y etoxicarbonilo.

[0086] El término "ariloxicarbonilo" como se usa en la presente memoria se refiere a "aril-O-CO-", en el que
arilo es como se ha definido anteriormente. Ejemplos de grupos ariloxicarbonilo incluyen fenoxicarbonilo y
naftoxicarbonilo.

[0087] El término "aralcoxicarbonilo” como se usa en la presente memoria se refiere a "aralquil-O-CO-", en el
que aralquilo es como se ha definido anteriormente. Ejemplos de grupos aralcoxicarbonilo incluyen
benciloxicarbonilo.

[0088] El término "acilo" como se usa en la presente memoria se refiere a RC(0)-, en el que R es alquilo,
alguenilo, alquinilo, heteroalquilo, un anillo heterociclico o un anillo heteroaromatico, siendo alquilo, alquenilo,
alquinilo, heteroalquilo, heterociclico y heteroaromatico como se han definido anteriormente.

[0089] El término "aroilo" como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo ArC(O)-, en el que Ar es
como se ha definido anteriormente.

[0090] El término "carboxi" como se usa en la presente memoria se refiere a ROC(O)-, en el que R es H,
alquilo, alquenilo o alquinilo, siendo alquilo, alquenilo y alquinilo como se han definido anteriormente.

[0091] El término "carbamoilo" como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo HaN-CO.

[0092] El término "alquilcarbamoilo” como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo "Z1Z2N-CO-",

en el que uno de Z1 y Z2 es hidrégeno y el otro de Z1 y Z» se selecciona independientemente de alquilo, alquenilo o
alquinilo, siendo alquilo, alquenilo y alquinilo como se han definido anteriormente.

[0093] El término "dialquilcarbamoilo” como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo "Z1Z>N-CO-

", en el que Z1 y Z2 se seleccionan independientemente de alquilo, alquenilo o alquinilo, siendo alquilo, alquenilo y
alquinilo como se han definido anteriormente.
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[0094] El término "acilamino" como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo "acil-NH-", en el que
acilo es como se ha definido anteriormente.

[0095] El término "halo" como se usa en la presente memoria se refiere a fluoro, cloro, bromo o yodo. En una
realizacion, "halo" se refiere a fluoro, cloro o bromo.

[0096] Otros términos quimicos que aparecen en la presente memoria se emplean conforme al uso
convencional en la técnica, por ejemplo segin el McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (ed. Parker, S., 1985),
McGraw-Hill, San Francisco.

[0097] La expresion "funcionalidad reactiva" como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo
quimico presente en una primera molécula que es capaz de unirse o que puede ser modificado y/o activado para ser
capaz de unirse a una segunda molécula.

[0098] El término "sujeto" o "paciente” como se usa en la presente memoria se refiere a un animal o ser
humano que necesita tratamiento o prevencion. El ser humano es el objetivo principal.

[0099] Se contempla la administracion de los inhibidores de la invencién "en combinaciéon con" uno o mas
agentes terapéuticos adicionales y puede incluir la administracion simultanea (concomitante) y la administracién
consecutiva. Con la administracién consecutiva se pretende abarcar la administracion de los agentes terapéuticos al
sujeto en distinto orden y a través de diferentes vias.

[0100] Como se usa en la presente memoria, el término "aproximadamente" se refiere a una variacion de +/-
10% respecto al valor nominal. Se entiende que cualquier valor dado proporcionado en la presente memoria siempre
lleva incluida esta variacion, tanto si se hace referencia especificamente a ello como si no.

[0101] Los aminoéacidos presentes de forma natural se identifican siempre con las abreviaturas
convencionales de tres letras 0 de una letra indicadas a continuacién, que son aceptadas universalmente en la

técnica de péptidos y son recomendadas por la comisién sobre la nomenclatura bioquimica de la IUPAC-IUB:
Tabla 1. Cédigos de aminoacidos
Nombre Cédigo de 3 Cédigo de 1 letra | Nombre Cédigo de 3 Cédigo de 1
letras letras letra

Alanina Ala A Leucina Leu L
Arginina Arg R Lisina Lys K
Asparragina Asn N Metionina Met M
Acido aspartico | Asp D Fenilalanina Phe F
Cisteina Cys C Prolina Pro P
Acido glutdamico | Glu E Serina Ser S
Glutamina GIn Q Treonina Thr T
Glicina Gly G Triptéfano Trp w
Histidina His H Tirosina Tyr Y
Isoleucina lle | Valina Val \Y

[0102] Las secuencias peptidicas expuestas en la presente memoria se escriben conforme a la convencién

aceptada universalmente, segln la cual el aminoacido N-terminal esta a la izquierda y el aminoacido C-terminal esta
a la derecha.

[0103] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica
0 un farmaco que comprende un compuesto como se define en la presente memoria y un diluyente, vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable. Este compuesto puede actuar como inhibidor de las BY-cinasas.

[0104] De acuerdo con una caracteristica, la composicion farmacéutica o el farmaco (medicamento) de la
invencion comprende al menos dos de estos compuestos, cada uno de los cuales presenta una region peptidica que
comprende, se compone esencialmente o se compone de la secuencia peptidica de un agrupamiento de tirosinas
presente de forma natural en la BY-cinasa, o un fragmento o un analogo del mismo, de al menos dos bacterias
diferentes.
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[0105] De acuerdo con diferentes realizaciones, la composicion farmacéutica o el farmaco comprende uno o
varios (2 o mas) compuestos inhibidores dirigidos contra una de las bacterias siguientes:

Streptococcus pneumoniae

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Erwinia species (amylovora, carotovora, stewartii, chrysanthemi...)
Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter species (calcoaceticus, baumannii, johnsonii...)
Pseudomonas (Rastonia) solanacearum

Shigella species (flexneri, boydii, sonnei, dysenteriae)

Salmonella typhi

Vibrio cholerae.

[0106] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto inhibidor o una
composicion farmacéutica o un farmaco de la invencion para el uso en el tratamiento de una infeccidon bacteriana o
en la prevencién de una infeccidon bacteriana.

[0107] De acuerdo con una caracteristica, la composicién farmacéutica o el farmaco de la invencion
comprende al menos dos de estos compuestos, cada uno de los cuales presenta una region peptidica que
comprende, se compone esencialmente o se compone de la secuencia peptidica de un agrupamiento de tirosinas
presente de forma natural en la BY-cinasa, o un fragmento o un analogo del mismo, de al menos dos bacterias
diferentes.

[0108] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona el uso de un compuesto
inhibidor de la invencion para la preparacion de un farmaco para el uso en el tratamiento de una infeccién bacteriana
0 en la prevencion de una infeccién bacteriana.

[0109] De acuerdo con una caracteristica, la composicién farmacéutica o el farmaco de la invencion
comprende al menos dos de estos compuestos, cada uno de los cuales presenta una region peptidica que
comprende, se compone esencialmente o se compone de la secuencia peptidica de un agrupamiento de tirosinas
presente de forma natural en la BY-cinasa, o un fragmento o un analogo del mismo, de al menos dos bacterias
diferentes.

[0110] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para tratar a
un sujeto contra una infeccion bacteriana, que comprende la administracién de una cantidad eficaz de un compuesto
inhibidor, una composicién farmacéutica o un farmaco de la invencion a dicho sujeto.

[0111] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para prevenir
una infeccién bacteriana en un sujeto, que comprende la administracion de una cantidad eficaz de un compuesto
inhibidor, una composicion farmacéutica o un farmaco de la invencion a dicho sujeto.

[0112] De acuerdo con una caracteristica, la composicién farmacéutica o el farmaco de la invencion
comprende al menos dos de estos compuestos, cada uno de los cuales presenta una regién peptidica que
comprende, se compone esencialmente o0 se compone de la secuencia peptidica de un agrupamiento de tirosinas
presente de forma natural en la BY-cinasa, o un fragmento o un analogo del mismo, de al menos dos bacterias
diferentes.

[0113] De acuerdo con diferentes realizaciones, se emplean en el procedimiento o en el uso de acuerdo con
la invencion composiciones farmacéuticas o farmacos que comprenden uno o varios (2 0 mas) compuestos
inhibidores dirigidos contra una de las bacterias siguientes:

Streptococcus pneumoniae

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Erwinia species (amylovora, carotovora, stewartii, chrysanthemi...)
Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter species (calcoaceticus, baumannii, johnsonii...)
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Pseudomonas (Rastonia) solanacearum

Shigella species (flexneri, boydii, sonnei, dysenteriae)
Salmonella typhi

Vibrio cholerae.

[0114] En el procedimiento y el uso de la invencién, cuando se elige administrar varios compuestos al mismo
sujeto, estos pueden presentarse en la misma composicion farmacéutica o farmaco o por separado.

[0115] Los compuestos inhibidores de la presente invencion se pueden preparar usando técnicas de sintesis
convencionales conocidas en la técnica. Los componentes de los inhibidores se pueden preparar de forma sucesiva,
simultanea o como parte de un solo proceso. Por ejemplo, se puede sintetizar la region peptidica y conjugarla
después, usando técnicas quimicas de conjugacion convencionales, con la molécula PNA(A), que o bien se ha
sintetizado por separado o bien se ha adquirido de fuentes comerciales. De forma alternativa, la region peptidica y el
PNA(A) se pueden sintetizar juntos como una Unica molécula.

[0116] La region peptidica se puede preparar facilmente mediante técnicas de sintesis de péptidos
convencionales conocidas en la técnica, por ejemplo mediante técnicas convencionales en solucién, suspension o
fase solida, como los procedimientos de sintesis exclusiva en fase sodlida, sintesis parcial en fase soélida,
condensacion de fragmentos y sintesis clasica en solucién.

[0117] En una realizaciéon de la presente invencién, se emplean técnicas en fase sélida para preparar la
region peptidica. Los principios de la sintesis quimica de péptidos en fase sélida son conocidos en la técnica y se
pueden encontrar en textos generales sobre la materia, como en Pennington, M.W. y Dunn, B.M., Methods in
Molecular Biology, vol. 35 (Humana Press, 1994); Dugas, H. y Penney, C., Bioorganic Chemistry (1981) Springer-
Verlag, Nueva York, pags. 54-92; Merrifield, J.M., Chem. Soc., 85:2149 (1962), y Stewart y Young, Solid Phase
Peptide Synthesis, pags. 24-66, Freeman (San Francisco, 1969).

[0118] Para preparar el material de partida se usa un soporte polimérico (o0 resina) insoluble y se une una
version protegida del a-aminoacido requerido a la resina. La resina sirve para anclar la cadena peptidica a medida
gue se une cada a-aminoacido adicional y se compone de particulas (con un diametro comprendido generalmente
entre aproximadamente 20 y 50 um) que son quimicamente inertes con respecto a los reactivos y disolventes
usados en la sintesis peptidica en fase sélida. Estas particulas se hinchan considerablemente en disolventes, lo que
facilita el acceso a los brazos conectores. Ejemplos de resinas que se usan en la sintesis peptidica en fase sélida
incluyen resinas clorometiladas, resinas hidroximetiladas, resinas de benzhidrilamina y similares. En el mercado
estan disponibles diversas resinas adecuadas para aplicaciones de sintesis peptidica en fase sélida, por ejemplo
resinas de fenilacetamidometilo (PAM), copolimero de hidroximetil-poliestireno/vinilbenceno, poliamida, resina de
alcohol p-benciloxibencilico (resina de Wang) y versiones modificadas de las mismas, 4-hidroximetilfenoximetil-
copoli(estireno-1% divinilbenceno) y resinas de 4-(2',4'-dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)fenoxiacetamidoetilo y [acido
5-(4-Fmoc-aminometil-3,5-dimetoxifenoxi)valérico]-polietilenglicol-poliestireno (que se encuentran en el mercado en
Applied Biosystems, Foster City, CA), que se pueden usar en la preparacion de la region peptidica de la invencién.

[0119] El a-aminoacido se acopla a la resina usando un reactivo de acoplamiento convencional, tal como
N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC), N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC) o hexafluorofosfato de O-benzotriazol-1-il-
N,N,N'N'-tetrametiluronio (HBTU), con o sin 4-dimetilaminopiridina (DMAP), 1-hidroxibenzotriazol (HOBT),
hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tris(dimetilamino)fosfonio (BOP) o cloruro de bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfina
(BOPCI). El acoplamiento generalmente se realiza en un disolvente, tal como diclorometano, DMF o NMP.

[0120] Después del acoplamiento inicial, el grupo protector de a-amino se elimina usando un reactivo
convencional, tal como una solucién de acido trifluoroacético (TFA), acido clorhidrico en un disolvente organico o
piperidina al 20% en el disolvente DMF.

[0121] Los grupos protectores de a-amino adecuados son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo,
grupos protectores de tipo acilo (como formilo, trifluoroacetilo, acetilo), grupos protectores de tipo uretano aromatico
(como benciloxicarboilo (Chz) y Chz sustituido), grupos protectores de uretano alifatico (como t-butiloxicarbonilo
(Boc), isopropiloxicarbonilo y ciclohexiloxicarbonilo), grupos protectores de tipo alquilo (como bencilo y trifenilmetilo)
y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc). Un grupo labil protege el grupo alfa-amino del aminoacido. Este grupo se debera
poder eliminar facilmente después de cada reaccion de acoplamiento de manera que se pueda afiadir el siguiente
aminoacido protegido en a-amino.
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[0122] Los grupos protectores de cadenas laterales, si se usan, permanecen intactos durante el acoplamiento
y tipicamente no se eliminan durante la desproteccién del grupo protector del extremo amino terminal o durante el
acoplamiento. Los grupos protectores de cadenas laterales generalmente se seleccionan de manera que se puedan
eliminar una vez completada la sintesis del péptido final y en condiciones de reaccién tales que no alteren el péptido.
Ejemplos de grupos protectores de cadenas laterales incluyen sin limitacién bencilo, 2,6-diclorobencilo, metilo, etilo y
ciclohexilo para Asp; acetilo, benzoilo, tritilo, tetrahidropiranilo, bencilo, 2,6-diclorobencilo y Cbz para Ser; nitro, tosilo
(Tos), Cbz, adamantiloxicarbonil-mesitoilsulfonilo (Mts) o Boc para Arg; y Cbz, 2-clorobenciloxicarbonilo (2-CI-Cbz) y
2-bromobenciloxicarbonilo (2-Br-Cbz), ivDde, Tos o Boc para Lys. En la técnica se conocen otros ejemplos.

[0123] Una vez eliminado el grupo protector de a-amino, se acoplan progresivamente, en el orden deseado,
los deméas aminoacidos protegidos a la cadena peptidica. Generalmente se usa un exceso de cada aminoacido
protegido junto con un activador de grupos carboxilo apropiado, tal como diciclohexilcarbodiimida (DCC) en cloruro
de metileno y/o dimetilformamida (DMF), N-o0xido de hexafluorofosfato de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo[4,5-
b]piridin-1-ilmetilen]-N-metilmetanaminio (HATU), N-O0xido de hexafluorofosfato de N-[1H-benzotriazol-1-il)-
(dimetilamino)metilen]-N-metilmetanaminio (HBTU) y hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-il-N-
oxi)tris(dimetilamino)fosfonio (BOP).

[0124] Una vez sintetizada la secuencia de aminoacidos deseada, se eliminan los grupos blogueantes
estables y el péptido se desacopla del soporte de resina por tratamiento con un reactivo adecuado, tal como
Reactivo K, que incluye TFA (82,5%), tioanisol (5%), fenol (5%), H20 (5%), 1,2-etanoditiol (EDT, 2,5%). El agente de
desacoplamiento puede disociar simultdaneamente todos los grupos protectores de cadenas laterales. De forma
alternativa, los grupos protectores de cadenas laterales se pueden disociar usando un reactivo separado, por
ejemplo piperidina al 20% en DMF para grupos Fmoc o hidrazina al 2% en DMF para grupos ivDde.

[0125] En una realizacion de la presente invencion, la regiéon peptidica se sintetiza en un sintetizador de
péptidos disponible en el mercado (como el Pioneer Peptide Synthesizer de Applied Biosystems, Foster City, CA, o
el Liberty System de CEM Corporation, Matthews, Carolina del Norte) siguiendo las instrucciones del fabricante y
empleando grupos protectores adecuados para proteger, si fuera necesario, las cadenas laterales de los
aminoacidos.

[0126] Las técnicas anteriores también se pueden usar para sintetizar regiones peptidicas que incluyen uno o
mas aminoacidos no presentes de forma natural. Se pueden introducir modificaciones covalentes, por ejemplo
haciendo reaccionar los restos aminoacido objetivo con un agente de derivacién organico que sea capaz de
reaccionar con las cadenas laterales seleccionadas de los aminoacidos o con el/los resto(s) terminal(es), tal y como
se conoce en la técnica. La seleccion de el/los agente(s) de derivacion apropiado(s) la puede efectuar facilmente un
experto en la técnica.

[0127] En la técnica se conocen procedimientos para sintetizar péptidos con uno 0 mas enlaces peptidicos
modificados (véase, por ejemplo, "Solid Phase Peptide Synthesis" Methods in Enzymology (ed. Fields, G.B. (1997)
Academic Press, San Diego).

[0128] La region peptidica también se puede preparar en su forma salina. Los péptidos pueden ser lo
suficientemente acidos o lo suficientemente basicos como para reaccionar con una serie de bases inorganicas,
acidos inorganicos o acidos organicos para formar una sal. Los acidos usados habitualmente para formar sales de
adicion de acido son acidos inorganicos, tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido yodhidrico, acido
sulfarico, acido fosférico y similares, y acidos organicos, tales como acido p-toluenosulfénico, acido metanosulfénico,
acido oxalico, acido p-bromofenil-sulfénico, acido carbonico, acido succinico, acido citrico, acido benzoico, acido
acético y similares.

[0129] Las sales de adicion de base incluyen las derivadas de bases inorganicas, tales como hidréxidos,
carbonatos, bicarbonatos de amonio o alcalinos o alcalinotérreos y similares. Ejemplos de bases Utiles para preparar
las sales incluyen sin limitacion hidroxido de sodio, hidréxido de potasio, hidroxido de amonio, carbonato de potasio
y similares.

[0130] La presente invencion también contempla que, cuando la region peptidica comprende aminoacidos
presentes de forma natural o versiones suyas ligeramente modificadas, esta se pueda preparar mediante técnicas
de ADN recombinante. Tales procedimientos se describen de forma general en Ausubel y col. (Current Protocols in
Molecular Biology, Wiley & Sons, NY (1997 y actualizaciones)) y Sambrook y col. (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold-Spring Harbor Press, NY (2001)). En general, se prepara una secuencia de ADN que codifica la region
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peptidica y se inserta en un vector de expresion adecuado. El vector de expresion se introduce seguidamente en
una célula o tejido huésped adecuado mediante uno de los diversos procedimientos conocidos en la técnica, por
ejemplo mediante transfeccion estable o transitoria, lipofeccién, electroporacion o infeccién con un vector virico
recombinante. La célula o el tejido huésped se cultiva en condiciones que permitan la expresion de la regién
peptidica y seguidamente se aisla esta de las células/tejido.

[0131] Ejemplos de vectores de expresion adecuados incluyen sin limitacion plasmidos, fagémidos,
coésmidos, bacteriéfagos, baculovirus y retrovirus y virus de ADN. El vector de expresion seleccionado puede incluir
ademas uno o mas elementos reguladores para facilitar la expresién de la regién peptidica, por ejemplo promotores,
potenciadores, terminadores y sefiales de poliadenilacion. El experto en la técnica apreciara que estos elementos
reguladores pueden proceder de diversas fuentes, incluidos genes bacterianos, flngicos, viricos, de mamiferos o de
insectos.

[0132] En el contexto de la presente invencion, el vector de expresion puede contener adicionalmente
secuencias de acido nucleico heterdlogas que facilitan la purificacién de la region peptidica expresada. Ejemplos de
tales secuencias de acido nucleico heterélogas incluyen sin limitacion etiquetas de afinidad, tales como etiquetas de
afinidad por metales, etiquetas de histidina, secuencias que codifican avidina/estreptavidina, secuencias que
codifican la glutatién S transferasa (GST) y secuencias que codifican biotina.

[0133] El experto en la técnica entendera que la seleccion de la célula huésped apropiada para la expresion
de la region peptidica recombinante dependera del vector elegido. Ejemplos de células huésped adecuadas incluyen
sin limitacién células bacterianas, de levadura, de insectos, de plantas y de mamiferos.

[0134] Si la regién peptidica no se puede codificar o expresar pero es muy similar a un péptido que se puede
codificar o expresar, se pueden usar técnicas de ingenieria genética, como las descritas anteriormente, para
preparar el péptido codificable, seguido de uno o mas pasos en los que el péptido codificado se modifica mediante
técnicas quimicas o enzimaticas para preparar la regién peptidica final.

[0135] Para conjugar los componentes individuales entre si se pueden usar técnicas de conjugacion
convencionales conocidas en la técnica (véanse, por ejemplo, Morrison y Boyd, Organic Chemistry, 62 ed. (Prentice
Hall, 1992); J. March, Advanced Organic Chemistry, 42 ed. (Wiley 1992); G.T. Harmanson, Bioconjugate Techniques
(Academic Press, Inc. 1995) y S.S. Wong, Chemistry of Protein Conjugation and Cross-Linking (CRC Press, Inc.
(1991)).

[0136] Los componentes se conjugan a través de una funcionalidad reactiva presente en uno o mas de los
componentes, bien directamente o bien por modificacion del grupo para introducir un nuevo grupo quimico capaz de
conjugarse con un segundo componente. Se puede someter a las reacciones de conjugacion una variedad de
grupos quimicos. Por ejemplo, se pueden usar grupos hidroxilo (-OH) para la conjugaciéon con un segundo
componente a través de la reaccién con haluros alcalinos (R-Cl, R-Br), anhidridos de acilo, haluros de acilo,
aldehidos (-CHO), hidrazidas (R-CO-NH-NH2) y similares. Se pueden usar grupos amino primarios (-NHz) para la
conjugacion con un segundo componente a través de la reaccién con haluros de alquilo (R-Cl, R-Br, R-l), azidas de
arilo, anhidridos de acilo, haluros de acilo, ésteres de acilo, carboxilatos activados con carbodiimidas, aldehidos (-
CHO) y similares. Los grupos carboxilicos (-COOH) también se pueden usar para la conjugaciéon con un segundo
componente tras activar el grupo. Los agentes de activacion adecuados incluyen, por ejemplo, haluros de acidos
organicos o inorganicos (por ejemplo, cloruro de pivaloilo, cloroformiato de etilo, cloruro de tionilo, PCls),
carbodiimidas (R-CO-OH+R'-N=C=N-R", por ejemplo EDC, DCC), sales de benzotriazoliluronio o fosfonio (TBTU,
BOP, PyBOP, HTBU), cloruros de diacilo, diisocianatos y similares.

[0137] Algunos de los reactivos anteriores también se pueden usar como reactivos de reticulacion
bifuncionales que se pueden emplear para conjugar los componentes del compuesto. En la técnica se conoce una
variedad de reactivos de reticulacion de este tipo, y muchos estan disponibles en el mercado (véanse, por ejemplo,
S.S. Wong, ibid, y los catalogos de Pierce Chemical Co. y Sigma-Aldrich). Ejemplos incluyen sin limitacion diaminas,
tales como 1,6-diaminohexano; dialdehidos, tales como glutaraldehido; ésteres de bis-N-hidroxisuccinimida, tales
como etilenglicol-bis(éster de N-hidroxisuccinimida del acido succinico), glutarato de disuccinimidilo, suberato de
disuccinimidilo y etilenglicol-bis(succinato de succinimidilo); diisocianatos, tales como hexametilendiisocianato; bis-
oxiranos, tales como éter 1,4-butanodiil-diglicidilico; acidos dicarboxilicos, tales como salicilato de succinidilo; acido
3-maleimidopropionico, éster de N-hidroxisuccinimida y similares.

[0138] Antes de la conjugacion se pueden someter uno o mas de los componentes del compuesto a uno o
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mas procedimientos de purificacion, al igual que el compuesto final. Los procedimientos de purificacion son
conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo, T. Hanai, HPLC: A Practical Guide, RSC Press, UK 1999; L.M.
Harwood, C.J. Moody y J.M. Percy, Experimental Organic Chemistry: Standard and Microscale, Blackwell Scientific
Publishing, 1998; Current Protocols in Protein Science, Coligan, J.E., y col. (eds.), John Wiley & Sons (2001 y
actualizaciones)) y pueden incluir uno o mas pasos cromatograficos, por ejemplo cromatografia de intercambio
i6nico, cromatografia de adsorcion/interacciéon hidréfoba, cromatografia de adsorciéon en gel de silice y diferentes
formas de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), tales como la HPLC de fase inversa.

Ejemplo 1:

[0139] Para evaluar el efecto inhibidor de un farmaco potencial sobre una BY-cinasa se usan dos
procedimientos diferentes, cada uno de los cuales es objeto de la invencion. El procedimiento 1 se basa en la
deteccién de la actividad autocinasa de una BY-cinasa en presencia 0 ausencia del farmaco que se ha de ensayar.
En el procedimiento 2 se mide la capacidad de una BY-cinasa para fosforilar un sustrato proteico endégeno en
presencia o ausencia del farmaco. Un farmaco se considera eficaz cuando se ven afectadas la actividad autocinasa
0 cinasa 0 ambas actividades.

[0140] Para realizar el procedimiento 1 y el procedimiento 2 se purifican primero la BY-cinasa y el sustrato
proteico de interés hasta la homogeneidad. Para ello se amplifica por PCR cada gen correspondiente y se clona en
un vector de expresién en exceso. Cada proteina se fusiona con una etiqueta (6 histidinas, glutation S transferasa,
etc.), lo que permite su purificacion hasta casi la homogeneidad en un solo paso. Las cepas bacterianas y las
condiciones de crecimiento usadas para producir la proteina de interés en exceso se eligen de manera que
satisfagan los criterios cuantitativos y de solubilidad. La purificacion se logra después mediante técnicas
cromatograficas basadas en la afinidad de una matriz por la etiqueta fusionada con la proteina de interés. Tras la
elucién y la precipitacion salina las proteinas de interés estan listas para los ensayos de inhibicion. De forma
alternativa, se almacenan entre 4°C y -80°C y se ensayan mas adelante.

[0141] El efecto inhibidor de un farmaco se ensaya bien directamente después de la purificacién o bien
después de un paso subsiguiente de desfosforilacion (véase el apartado Desfosforilacion).

[0142] Una vez realizado el procedimiento 1 y/o 2, el efecto de un farmaco se puede analizar mediante tres
métodos diferentes (véase el apartado Analisis).

Desfosforilacién

[0143] Cuando proceda, la BY-cinasa de interés purificada se desfosforila de la siguiente manera. Se
mezclan entre 1 y 10 U de fosfatasa alcalina por 30 pmoles de BY-cinasa y se incuban durante 15 min a 10 horas
entre 25°C y 42°C en el tampon apropiado proporcionado por el fabricante. El volumen final maximo no debe
exceder de 2 ml.

[0144] Tras la desfosforilacion, la mezcla se tampona de forma que se obtengan las condiciones de pH que
permiten purificar de nuevo la BY-cinasa desfosforilada usando el mismo método cromatografico que el que condujo
a su purificacion a partir de la cepa bacteriana que la produce en exceso. Tras la precipitacion salina, la BY-cinasa
desfosforilada se considera lista para el uso en los ensayos de inhibicién. De forma alternativa, se almacena entre
4°C y -80°C y se ensaya mas adelante.

Procedimiento 1: Efecto de un farmaco potencial en la actividad autocinasa de una BY-cinasa

[0145] Se incuban 50 pmoles de la BY-cinasa purificada (o de la BY-cinasa desfosforilada) durante 15 min a
1 hora en presencia de 50 pmoles del farmaco en un volumen final de 20 microlitros. La relacion BY-cinasa/farmaco
varia entre 1/1 y 1/100. La reaccion se efectia en un tampon especifico de cada BY-cinasa (condiciones de pH,
concentraciones de sal, etc.). Se continta después con la incubacion durante 30" a 1 h en presencia de 5 microcurie
de ATP radiactivo (*°P o 23P) marcado en g-P (actividad especifica 3000 Ci/mmol) y ATP 50 micromolar no
radiactivo. La reaccidon se detiene afadiendo 5 microlitros de tampon de carga para electroforesis en gel
concentrado 5 veces y calentando durante 5 min a 100°C. La radiactividad unida a la BY-cinasa, correspondiente a
la capacidad de la enzima para fosforilarse, se mide como se describe en el apartado Andlisis para determinar el
posible efecto inhibidor del farmaco estudiado.

Procedimiento 2: Capacidad de una BY-cinasa para fosforilar un sustrato proteico enddégeno en presencia o
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ausencia del farmaco potencial

[0146] El procedimiento 2 se basa en el procedimiento 1, excepto por que se afiaden también entre 5 pmoles
y 100 pmoles del sustrato proteico, bien al mismo tiempo que el farmaco o bien concomitantemente con el ATP
radiactivo y el ATP no radiactivo. El posible efecto inhibidor del farmaco estudiado se determina como se describe en
el apartado Analisis midiendo la radiactividad unida al sustrato proteico.

Andlisis

[0147] Los farmacos ensayados como se ha descrito en el procedimiento 1 o 2 se analizan respecto a su
poder inhibidor mediante los tres métodos indicados a continuacién. La sefial de fosforilacién de una BY-cinasa
(procedimiento 1) o de un sustrato proteico (procedimiento 2) incubado con el farmaco se compara con las sefales
de la BY-cinasa o del sustrato proteico obtenidas en las mismas condiciones pero sin incubacién con el farmaco.
Cualquier disminucién de la sefial de fosforilacion en uno de los tres métodos indica que la actividad autocinasa o
cinasa de una BY-cinasa se ve afectada por el farmaco, el cual, por lo tanto, presenta un efecto inhibidor.

Método 1

[0148] Las muestras se analizan mediante SDS-PAGE. Tras la electroforesis, los geles se remojan en acido
tricloroacético al 16% (p/v) durante diez minutos a 90°C. Se tifien con azul de Coomassie R-250 al 0,1% (p/v) en
50% (v/v) de etanol, 7,5% de acido acético y se secan al vacio. Las bandas radiactivas se visualizan mediante
autorradiografia usando peliculas de exposicion directa.

Método 2

[0149] El método 2 se basa en el método 1, salvo por que las muestras se analizan mediante electroforesis
nativa en gel de poliacrilamida sin SDS. Ademas de en peliculas de exposicién directa, la actividad autocinasa o la
fosforilacion del sustrato proteico se analiza detectando la aparicion de formas fosforiladas tefiidas (azul de
Coomassie o plata) de la BY-cinasa o del sustrato proteico.

Método 3

[0150] Las muestras se analizan bien por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (método 1) o bien
por electroforesis nativa en gel de poliacrilamida sin SDS (método 2). Después se electrotransfieren a una
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) Immobilon. Las sefiales de fosforilacion se detectan mediante
inmunotransferencia usando el anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina conjugado con la HRP PY20 (Sigma) o0 4G10
(Upstate).

[0151] El método 2 y el método 3 también se pueden realizar con ATP radiactivo para detectar las proteinas
fosforiladas con un anticuerpo anti-fosfotirosina especifico (véase el apartado Analisis).

Ejemplo: Procedimiento para el ensayo de inhibicién d e la BY-cinasa A1B2 de Staphylococcus aureus con el

farmaco BYK0001 (véase el ejemplo 2)

[0152] El procedimiento se aplico a A1B2 [34] y CapO [20]. Cada gen se cloné en el vector pQE30 (Qiagen)
para permitir la fusién de una etiqueta de histidinas con el extremo C-terminal de A1B1 o CapO. Este plasmido de
produccién en exceso se transformé en la cepa XL1-blue de Escherichia coli. Las células se incubaron a 37°C bajo
agitacion hasta que A600 alcanzé 0,5. Después se afiadid IPTG a una concentracion final de 0,5 mM y el
crecimiento continu6 durante 3 h a 37°C bajo agitacion. Las células se recogieron por centrifugacion a 3000 x g
durante 10 min, se lavaron en tampén A (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, glicerol 10%, imidazol 10 mM) que
contenia DNasa | y RNasa A a una concentracion final de 5 mg/ml cada una, 1 mg/ml de lisozima y un céctel de
inhibidores de proteasas. Las células se rompieron por sonicacién. La suspension resultante se centrifugé a 4°C
durante 30 min a 30.000 x g. El sobrenadante se incub6 durante 30 min a 4°C bajo agitacion suave con la matriz Ni-
NTA (Qiagen), adecuada para la purificacion de las proteinas de fusién con 6 histidinas. El complejo proteina-resina
se empaquet6 en una columna para los pasos de lavado y elucién. La columna se lavo con tampon B (Tris-HCI 50
mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, glicerol 10%, imidazol 20 mM). La elucién de la proteina se llevd a cabo con tampén C
(Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, glicerol 10%, imidazol 150 mM). Las fracciones eluidas se recogieron y se
analizaron mediante SDS-PAGE. Las fracciones apropiadas se reunieron, se dializaron durante la noche contra
tampén D (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, DTT 1 mM, MgCl2 1 mM, glicerol 20%) y se usaron para los
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ensayos de inhibicién o se almacenaron a +4°C, -20°C o -80°C.

[0153] De acuerdo con el procedimiento 1, se incubaron 50 pmoles de A1B2 con 0 pmol, 50 pmoles o 500
pmoles o 5 nmoles de BYKOO1 durante 15 min a 37°C en un volumen final de 20 ml. Después, la incubacién
continué durante 30" o 1' 0 2' 0 5' en presencia de 5 mCi de [g-32P] ATP (actividad especifica 3000 Ci/mmol). La
cantidad de radiactividad incorporada en A1B2 se determin6é mediante recuento por centelleo liquido tras la
electroforesis en gel. El porcentaje de inhibicion de la actividad autocinasa de A1B2 se expresa en relacién con la
radiactividad incorporada en A1B2 cuando se incuba sin BYK0O1.

[0154] Los resultados se presentan en la tabla 2:
BYKO001 (pmol) 0 50
Tiempo de incubacién (min) 0,5 1 2 5 0,5 1 2 5
Radiactividad incorporada en 35453 85435 158973 | 381765 | 29233 71683 | 132537 | 325711
A1B2 (cpm)
% de inhibicion 0 0 0 0 17,54 16,10 | 16,63 14,68
500
0,5 1 2 5 0,5 1 2 5
30724 72475 133624 | 324983 | 29899 72528 | 141005 | 323749
13,31 15,17 15,95 14,87 15,67 15,11 | 11,30 15,20

[0155] De acuerdo con el procedimiento 2, se incubaron durante 15 min a 37°C 50 pmoles de A1B2 y 50
pmoles de un sustrato de A1B2, a saber, la proteina CapO, con 50 pmoles o 500 pmoles o0 5 nmoles de BYKO0O01 en
un volumen final de 20 ml. Después, la incubacién continué durante 30" 0 1' 0 2' 0 5' en presencia de 5 mCi de [g-
32p] ATP (actividad especifica 3000 Ci/mmol). La cantidad de radiactividad incorporada en CapO se determiné
mediante recuento por centelleo liquido tras la electroforesis en gel. El porcentaje de inhibicién de la fosforilacion de
CapO por A1B2 se expresa en relacion con la radiactividad de CapO cuando la incubacion se realiza sin BYKO0O1.

[0156] Los resultados se presentan en la tabla 3:
BYKO001 (pmol) 0 50
Tiempo de incubacién (min) 0,5 1 2 5 0,5 1 2 5
Radiactividad incorporada en 3952 7045 17354 34718 3555 6388 | 15498 31901
CapO (cpm)
% de inhibicién 0 0 0 0 10,05 9,33 10,69 8,11
500 5000
0,5 1 2 5 0,5 1 2 5
3497 6302 15549 31251 3513 6315 | 15471 30974
11,51 10,55 10,40 9,99 11,11 10,36 | 10,85 10,78

[0157] Los resultados demuestran un efecto inhibidor para BYKOO1 sobre la BY-cinasa Al1B2 de
Staphylococcus aureus.

Ejemplo 2: Disefio in silico de analogos a partir de BKY001

[0158] Se realizé un andlisis de la interaccion entre el agrupamiento de tirosinas y las proteina cinasas. Este
analisis se llevd a cabo con el paquete de modelado molecular Sybyl (Tripos Inc.) en una estacion de trabajo Linux.
La energia de interaccion entre el agrupamiento de tirosinas y la proteina cinasa se computé con el algoritmo
"marsilli gasteiger" usando mecanica molecular con el campo de fuerza Tripos y cargas parciales de los atomos de la
estructura.

[0159] El agrupamiento de tirosinas se mutdé con una lisina y una regién PNA unida a su cadena lateral. La
estructura global se optimizd energéticamente. La energia de interaccion se computo y se us6 como patrén para los
demas compuestos. Se efectud un estudio para cada aminoacido del agrupamiento de tirosinas. Tras comprobar la
interaccion con las cinasas, el aminoacido se muté a otro que presentaba una interaccion éptima en cuanto a
enlaces de hidrégeno o interacciones hidréfobas, con el fin de optimizar el compuesto. Se aplicaron diversas
estrategias para crear BYK002-7. Véase la tabla 4 siguiente con las férmulas de estos compuestos y, en la linea
debajo de cada férmula, la correspondencia con las letras de la formula (1).
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Nombre Secuencia

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

BYKO001 S A S Y Y A Y K(PNA) G T D
u X Y z

BYKO002 E S S T G A Y K(PNA) G T D
u X Y z

BYKO003 K H S E Y G Y K(PNA) G T K
U X Y z

BYKO004 Y N Y Y G Y S K(PNA) S E K
U X Y U X Y U z

BYKO005 K H S E G E Y K(PNA) E T K

U X Y z U

BYKO006 S S S Y Y H Y K(PNA) G D E
u X Y z

BYKO07 Vv Y G F Y G N K(PNA G K K
U X Y u X z

[0160] El andlisis revela que la secuencia nativa de BYK0001 posee una buena energia de interaccion y que

esta energia de interaccion se puede aumentar. La inhibicibn se encuentra en torno al 15% para la molécula
5 BYKO0001; de acuerdo con la simulacién de la energia de interaccion, se espera que el porcentaje de inhibicién sea

10

15

20

25

mayor para los analogos (véase la tabla 5 siguiente):

Energia

Energia kcal- mol?! Actividad Prot BYK Complejo
BYKO001 -61,9 15,00 1281,739 65,474 1285,352
BYKO002 -56,3 1271,968 68,134 1283,708
BYKO003 -71,3 1291,631 95,058 1315,37
BYKO004 -65,3 1371,991 67,776 1374,43
BYKO005 -78,5 1276,393 59,693 1293,629
BYKO006 -67,7 1247,054 84,704 1264,053
BYKO007 -63,7 1250,421 62,767 1249,447

BYKO001: SEQ ID NO:62
BYKO002: SEQ ID NO:63
BYKO003: SEQ ID NO:64
BYKO004: SEQ ID NO:65
BYKO005: SEQ ID NO:66
BYKO006: SEQ ID NO:67

BYKO007: SEQ ID NO:68
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto que consta de una region peptidica que comprende o se compone de la secuencia
peptidica de un agrupamiento de tirosinas YC de la BY-cinasa de bacterias, o un analogo del mismo que presenta
algunos cambios de restos aminoacido que no afectan sustancialmente a la funcién del YC o que aumentan la
afinidad, y un analogo peptidico de adenina PNA(A) de férmula general (XLI):

NH»

)

(XLI)

F{,NFig

en la que:

R:1 y R2 son independientemente alquilo sustituido con carboxilo, carbonilo, alcohol o amino primario (es decir, -
COOH, -C(O)R, siendo R alquilo 0 H, -OH 0 -NH>);

en el que la region peptidica y el PNA estan unidos entre si.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que la regién peptidica y el PNA(A) estan unidos entre si a
través de un enlace peptidico.

3. Compuesto segun la reivindicacién 1 o 2, en el que el YC se selecciona de una de las SEQ ID NO:1 a
14.
4. Compuesto segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el YC se selecciona del grupo formado por las

SEQ ID NO:15 a 30 o un fragmento de las mismas.

5. Compuesto segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la regién peptidica se selecciona del grupo
formado por las SEQ ID NO:15 a 30.

6. Compuesto segun la reivindicacién 1 o 2, en el que el YC se selecciona del grupo formado por las
SEQ ID NO:31 a 38 o un fragmento de las mismas.

7. Compuesto segln la reivindicacién 1 o 2, en el que la region peptidica se selecciona del grupo
formado por las SEQ ID NO:31 a 38 o un fragmento de las mismas.

8. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el PNA(A) esta unido al
extremo C-terminal de la region peptidica.

9. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el PNA(A) esta unido a la
regién peptidica a través de un resto aminoéacido K o G.

10. Compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el PNA(A) esta unido al
extremo C-terminal de la region peptidica a través de un resto aminoacido K o G.

11. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el compuesto presenta un
namero de restos aminoacido comprendido entre 4 y 21, preferentemente entre 5y 15.

12. Compuesto segun la reivindicacion 1, que presenta una férmula seleccionada de:
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KYGVYGFYGNK(PNA(A) (SEQ 1D 46)
SYYHYK(PNA(A)) (SEQ ID 47)
HYGYSYK(PNA(A)) (SEQ ID 48)
AYSYGYNYYGYSK(PNA(A)) (SEQ ID 49)
NYGYGYDYYDYSK(PNA(A)) (SEQ 1D 50)
KYGYGYNYYDYSK(PNA(A)) (SEQ 1D 51)
GYGYGYGYNYAYK(PNA(A)) (SEQ 1D 52)
DYGYYEYEK(PNA(A)) (SEQ ID 53)
SASYYAY K(PNA(A)GTD (SEQ 1D 62)
ESSYGAY K(PNA(A)GTD (SEQ ID 63)
KHSEYGY K{PNA[A)GTK (SEQ 1D 64)
YNYYGYS K(PNA(A)SEK (SEQ ID 65)
KHSEGEY K{PNA[A)ETK (SEQ 1D 66)
SSSYYHY K(PNA(A)GDE (SEQ ID 67)
VYGFYGN K(PNA(A))GKK (SEQ ID 68)

13. Compuesto segun la reivindicacion 1, que presenta una férmula seleccionada de:

KYGVYGFYGNG(PNA(A)) (SEQ ID 54)
SYYHYG(PNA(A)) (SEQ ID 55)
HYGYSYG(PNA(A)) (SEQ ID 56)
AYSYGYNYYGYSG(PNA(A)) (SEQ 1D 57)
NYGYGYDYYDYSGIPNA(A)) (SEQ ID 58)
KYGYGYNYYDYSG(PNA(A)) (SEQ ID 59)
GYGYGYGYNYAYG(PNA(A)) (SEQ ID 60)
DYGYYEYEG(PNA(A)) (SEQ ID 61)

14. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que alquilo en R1 y R2 es una
cadena hidrocarbonada lineal de 1 a 5, preferentemente 1 a 3, con mas preferencia 1 o 2 &tomos de carbono.

15. Compuesto segun la reivindicacion 14, en el que R1 es -CH2CH2NH:z en la formula (XLI).

16. Compuesto segun la reivindicacion 14, en el que Rz es -CH2C(O)OH en la formula (XLI).

17. Compuesto segun la reivindicacion 14, en el que R1 es -CH2CH2NHz y Rz es -CH2C(O)OH en la
férmula (XLI).

18. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que Rz es alquilo sustituido con un grupo seleccionado de:
-C(0)00O -C(0)O -C(O)R'O siendo R’ alquilo o H, -O0y -NHO donde Orepresenta el enlace que une el PNA(A) al
resto aminoécido K o G.
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