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DESCRIPCION
Compuestos de unién a la MAP cinasa p38

La presente invencion se refiere a compuestos y sus usos. En particular, se refiere a péptidos y sus usos en la
inhibicion de la proteina cinasa activada por mitdgeno p38 alfa (nombre abreviado MAP cinasa p38a) y en el
tratamiento de afecciones inflamatorias.

Para evitar dudas, en general, el término MAP cinasa p38a se usara en toda esta memoria descriptiva. Sin embargo,
la enzima también se conoce por el siguiente nombre recomendado y términos: proteina cinasa activada por
mitégeno 14 (nombres abreviados MAP cinasa 14 y MAPK 14) y la clasificacion IUB EC 2.2.11.24. También tiene los
nombres alternativos: proteina de unién a farmaco antiinflamatorio supresor de citocinas (nombre abreviado proteina
de unién a CSAID y CSBP), MAP cinasa MXI2, proteina de interaccion con MAX 2 y proteina cinasa 2a activada por
estrés (nombre abreviado SAPK2a). La enzima también tiene el identificador de Uniprot Q16539. La enzima también
se denomina algunas veces p38a en la memoria descriptiva.

El listado o la discusion de un documento supuestamente previamente publicado en esta memoria descriptiva no se
debe considerar necesariamente como una admision de que el documento sea parte del estado de la técnica o sea
conocimiento general comun.

La MAP cinasa p38a desempena una funcién central en la inflamacion y ha sido sujeto de amplios esfuerzos en
tanto la investigacion basica como el descubrimiento de farmacos. Schieven (2009) Curr. Top. Med. Chem. 9, 1038-
1048 resume la biologia de la cinasa p38 centrandose en su funcién en la inflamacién. La cinasa p38 regula la
produccion de mediadores inflamatorios clave por células del sistema inmunitario innato, que incluyen TNFalfa, IL-
1beta y COX-2. Ademas, p38 también actlia aguas abajo de citocinas tales como TNFalfa, mediando en algunos de
sus efectos. Recientemente, también se ha encontrado que p38 desempeifia una funcién en respuestas de linfocitos
T, que incluyen Th17 y linfocitos T reguladores. De acuerdo con su funcién importante en la inflamacién, pruebas
evidentes sugieren que las células pueden utilizar una variedad de mecanismos de retroalimentacion para regular y
mantener la transduccion de sefiales de p38. Los procesos biolégicos regulados por la cinasa p38 sugieren tanto
una amplia variedad de posibles indicaciones para inhibidores como un nivel de complejidad que ha demostrado ser
exigente para los esfuerzos de descubrimiento de farmacos alrededor de esta diana.

Karcher & Laufer (2009) Curr. Top. Med. Chem. 9, 655-676 indica que desde 1993 se ha caracterizado un inmenso
nuimero de inhibidores de MAP cinasa p38. Aparte de los piridinilimidazoles bien conocidos, se han identificado
multiples armazones novedosos, pero solo un pequefio nimero ha avanzado hacia estudios de fase clinica Il,
probablemente debido a la alta toxicidad y mala selectividad. Segun Karcher & Laufer, para obtener perfiles seguros
de farmaco, se desearian alta potencia, interaccién y toxicidad de CYP450 marginal (citocromo P450), asi como
altos niveles de selectividad.

Se conocen las estructuras cristalinas de MAP cinasa p38a complejadas con los sitios de enlace sobre su sustrato
nuclear MEF2A y activador MKK3b (Chang et al. (2002) Cell 9, 1241-1249).

Inhibidores previos de molécula pequefia han sufrido una falta de selectividad por la MAP cinasa p38a y también de
un intervalo de toxicidades en ensayos clinicos humanos, que incluyen una toxicidad hepatica significativa. A
conocimiento del inventor, ningin compuesto de MAP cinasa p38a ha llegado satisfactoriamente al mercado,
fracasando la mayoria en ensayos clinicos humanos de fase llb.

La MAP cinasa p38a desemperia una funcién central en la cascada de sefalizacion de la inflamacion y, por tanto, se
cree que su inhibicién tiene una funcion beneficiosa en una variedad de indicaciones humanas de enfermedad,
especialmente afecciones inflamatorias. Estos incluyen, pero no se limitan a, trastornos inflamatorios de la piel tales
como dermatitis atépica, psoriasis, acné vulgar, cicatrizacién dérmica. La activacion de la MAP cinasa p38a también
puede desempefar una funcién fundamental en otros trastornos que implican inflamacién que incluyen enfermedad
pulmonar obstructiva constrictiva, asma, enfermedad inflamatoria del intestino, aterosclerosis, cancer y artritis
reumatoide.

La invencion descrita en el presente documento proporciona compuestos que son Utiles en la unién a e inhibicion de
la MAP cinasa p38a, y son Utiles como herramientas de investigacion, en el descubrimiento de farmacos y en la
medicina humana y veterinaria, particularmente para tratar afecciones inflamatorias. Dichas afecciones inflamatorias
pueden existir en una variedad de mamiferos, que incluyen el hombre y perros. Ventajosamente, se proporcionan
compuestos que son selectivos para la MAP cinasa p38a y no se unen sustancialmente a, o inhiben, otras proteinas
cinasas.

El documento de patente WO 2009/021137 se refiere a diversos péptidos inhibidores de cinasa. El documento de
patente WO 2011/126882 se refiere a péptidos D3 antiinflamatorios.

La presente invencion se define por las reivindicaciones. Se describe un compuesto que comprende la secuencia de
aminoacidos HKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 1) o que comprende una parte de dicha secuencia de
aminoacidos de 7 o0 mas aminoacidos, o que comprende una variante de dicha secuencia de aminoacidos o de dicha
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parte de la misma en la que desde 1 hasta 5 aminoacidos han sido alterados, en donde el compuesto se une a la
MAP cinasa p38a.

Se usa el codigo de una letra de IUB/IUPAC para aminoacidos en toda la memoria descriptiva, a menos que se
indique lo contrario, y la secuencia de aminodcidos se da en la direccion convencional de extremo N a C.
Normalmente, los aminoacidos son L-aminoacidos, pero como se observa mas adelante, algunos de ellos pueden
ser D-aminoacidos. Los aminoacidos alterados en las variantes normalmente son aminoacidos que existen de forma
natural, que incluyen los 20 aminodcidos que estan codificadas por el codigo genético, y también incluyen otros
aminoacidos naturales tales como hidroxiprolina, selenometionina y carnitina. Sin embargo, uno o mas de los
aminoacidos alterados pueden ser aminodacidos no naturales tales como alilalanina y difenilalanina.

Normalmente, cuando un aminoacido de SEQ ID NO: 1 o una parte del mismo se altera, se cambia a un aminoacido
conservativo. Por ejemplo, se considera que los aminoacidos dentro de los siguientes grupos de aminoacidos son
alteraciones conservativas: (N, Q); (K, R); (S, T); (I, L, M); (F, Y). Asi, convenientemente, un resto de aminoacido | se
puede alterar a un resto de aminodcido L, o un resto de aminoacido N se puede alterar a un resto de aminoacido Q
en el compuesto, y/o un resto de aminoacido K se puede alterar a un resto de aminoacido R en el compuesto, etc.

Los compuestos descritos pueden comprender 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o 17 aminoacidos contiguos de
SEQID NO: 1, o pueden comprender una variante de dichos 7 a 17, o los 18, aminoacidos contiguos de
SEQ ID NO: 1 en los que desde 1 hasta 5 aminoacidos estan alterados. Normalmente, se pueden alterar 1, 2, 3,4 o
5 aminoacidos en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1, o la parte de la misma desde 7 hasta 17
aminoacidos, presente en el compuesto. Se prefiere si la parte de los mismos contiene 15 aminodacidos contiguos o
menos (tal como 11, 12, 13, 14 o 15 aminoacidos), no mas de cuatro aminoacidos estan alterados (tales como tres,
dos, uno o cero). También se prefiere que si la parte de los mismos contiene 10 aminoacidos contiguos o menos
(tales como 9 o 10), no mas de tres aminodacidos estén alterados (tales como dos, uno o cero). También se prefiere
que si la parte de los mismos contiene siete u ocho aminoacidos contiguos, no mas de dos aminoacidos estén
alterados (tales como uno o cero). Se prefiere que no mas de aproximadamente 25 % en numero de los restos de
aminodcidos de SEQ ID NO: 1 o de la parte de los mismos estén alterados. Se prefiere ademas que no mas de
aproximadamente 20 % o 15 % en numero de los restos de aminoécidos de SEQ ID NO: 1 o de la parte de los
mismos estén alterados. El % se puede calcular determinando el nimero de restos de aminoacidos alterados en
comparacion con SEQ ID NO: 1 o la parte apropiada de los mismos, dividiendo entre el numero de restos de
aminoacidos en la parte correspondiente a SEQID NO: 1 y multiplicando por 100. Por ejemplo, el péptido
HALAIFQKIMW tiene dos restos amino (subrayados, negrita) que se diferencian de la parte de SEQ ID NO: 1 con la
que se puede preparar, concretamente RALLIFQKIMW. Asi, el % de restos alterados se calcula como
2/11 x 100 % = 18,2%.

Preferentemente, el compuesto descrito comprende la secuencia de aminoacidos RXXXXFQ, en donde X es
cualquier aminoacido. Mas preferentemente, el compuesto descrito comprende la secuencia de aminoacidos
RALLIFQ. Todavia més preferentemente, el compuesto descrito comprende la secuencia de aminodcidos
RALLIFQKIM.

El compuesto se puede representar como  Xi-X2-X3-X4-Xs5-Xe-X7-Xg-Xo-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18.
Preferentemente, X4 puede ser R, K, Q o H, X9 puede ser F, Y o H, X10 puede ser Q, N, K o R. Preferentemente, el
compuesto es uno en el que Xs es R, X9 es F 0 Xi0 es Q. Mas preferentemente, el compuesto es uno en el que X4 es
R, Xo es Fy Xi0es Q.

Se prefiere que al menos 3 de los siguientes ocurran en el compuesto: X1 es H, Xoes K, Xaes S, Xs es A, Xs es L, X7
esL, Xsesl, Xi1es K, Xizes |, Xises M, Xia es W, Xises L, Xis es R, X17 es R, y Xis es Q. Se prefiere si al menos 4
050607u8090100 110120 13 0 14 de las posiciones inmediatamente precedentes de aminoacidos ocurren
en el compuesto.

Se prefiere particularmente si el compuesto es uno en donde Xz es K, Xs es I, Xi3 es M 0 Xis es R. Se prefiere
particularmente si el compuesto es uno en donde Xz es K, Xses |, Xi13es My Xis es R.

Los compuestos también incluyen aquellos en los que X1 es A, V,lo L, X2es AR, loL,Xses A, V,S, T,NoQ, Xa
esR,K,QoH, XsesA V,loL, XsesL,[,AoV,XresA,V,loL, Xses A, V,loL,XeesF,YoH, XioesQ, N, Ko
R, Xi11esK,Qo R, Xizes|,L,Vo A, XizesM, L, I,C, X1aesW,A, V,I,L,MoF, XisesL,l,AoV, Xiees A, V, |, L,
R,K,QoH, XizesA,V,loL,y/oXisesQ,A,V,loL.

También se apreciard que cuando el compuesto comprende menos de 18 restos de amino&cidos de SEQ ID NO: 1,
cierta posicion X puede ser "nula" (es decir, no contiene un resto de aminodacido). Asi, por ejemplo, cuando el
compuesto comprende una parte de SEQ ID NO: 1 de 17 restos de aminodcidos contiguos, o X1 es nulo o Xis es
nulo. Similarmente, cuando el compuesto comprende una parte de SEQ ID NO: 1 de 16 restos de aminoacidos
contiguos, X1y X2, 0 X1 y X1s 0 X17 y X1s son nulos, etc., para partes de SEQ ID NO: 1 de restos de aminoacidos
contiguos.

Se prefiere que la secuencia de aminodacidos del compuesto descrito tenga desde 7 hasta 18 aminoacidos. Por
ejemplo, la secuencia de aminoacidos puede tener 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 0 17 aminoacidos. Se prefiere si el
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compuesto tiene desde 8 hasta 18 aminoacidos. También se prefiere si el compuesto tiene desde 11 hasta 18
aminoacidos. Normalmente, cuando el compuesto consiste en un péptido, tiene un peso molecular inferior a 30.000
daltones, preferentemente inferior a 25.000 daltones, mas preferentemente inferior a 20.000 daltones. Normalmente,
cuando el compuesto comprende una porcién de péptido unida a otro resto como se trata mas adelante, el
compuesto puede tener normalmente un peso molecular de entre 10.000 daltones y 100.000 daltones, tal como
entre 20.000 daltones y 80.000 daltones, por ejemplo entre 20.000 daltones y 50.000 daltones.

Los compuestos descritos incluyen los que comprenden o consisten en la secuencia de aminoacidos (R, K, Q, H) AL
(L, A, V, LL) I (F,Y,H) (Q,N, K, R) KIM (W, A, V, |, L) en donde un aminoacido de cada conjunto entre paréntesis
se usa en esa posicion y en donde el compuesto se une a la MAP cinasa p38a. Asi, se describen compuestos que
comprenden la secuencia de aminoacidos X4-Xs-Xe-X7-Xs-Xo-X10-X11-X12-X13-X14 en donde X4 es R, K, Qo H, Xs es
A, XeesL, XresL, A, V,loL,Xses |, XoesF,YoH, XioesQ,N,KoR, Xi1es K, Xizes |, Xizes My Xiaes W, A,
V, 1 o L en donde el compuesto se une a la MAP cinasa p38a. En dichos compuestos, cada uno de X1, X2, X3, Xis,
Xie, X17 y X18 son "nulos" (es decir, ningln resto de aminoacido presente en esa posicién).

Los compuestos incluyen HKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 1), HKSRALLIFQKIMWLRR (SEQ ID NO: 2),
HKSRALLIFQKIMWLR (SEQ ID NO: 3), HKSRALLIFQKIMWL (SEQ ID NO: 4), HKSRALLIFQKIMW (SEQ ID NO: 5),
KSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 6), SRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 7), SRALLIFQKIM (SEQ ID NO: 8),
SRALLIFQ (SEQIDNO:9), HALAIFQKIMW (SEQ ID NO: 10), HKSRALAIFQKIMALRRQ (SEQ ID NO: 11),
AKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 12), HKSRAALIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 13),
HKSRALLIFQKIMWARRQ (SEQ ID NO: 14), HKSRALLIFQKIMWLRAQ (SEQ ID NO: 15), HKSRALLIFQKIMWLRRA
(SEQ ID NO: 16) y SRALLIFQKI (SEQ ID NO: 17)

Las secuencias de aminoacidos de los compuestos son péptidos, por cuyo término los presentes inventores incluyen
compuestos que tienen restos de aminodcidos (H-Ca-[cadena lateral]), pero que se pueden unir por enlaces
peptidicos (-CO-NH-) o no peptidicos como se trata a continuacion.

Se pueden sintetizar péptidos por el modo de Fmoc-poliamida de sintesis en fase sdélida de péptidos como se
desvela por Lu et al. (1981) J. Org. Chem. 46, 3433, incorporado en el presente documento como referencia, y
referencias en su interior. Los reactivos para la sintesis de péptidos estan facilmente comercialmente disponibles.

La purificacion de los compuestos se puede efectuar por una cualquiera, o una combinacién de, técnicas tales como
cromatografia de exclusion por tamafo, cromatografia de intercambio iénico y (principalmente) cromatografia liquida
de alta resolucién de fase inversa. El andlisis de péptidos se puede llevar a cabo usando cromatografia en capa fina,
cromatografia liquida de alta resoluciéon de fase inversa, andlisis de aminoacidos después de la hidrdlisis acida y por
analisis de espectrometria de masas por bombardeo rapido de atomos (FAB).

Un compuesto preferido consiste en la secuencia de aminodcidos HKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 1) o una
parte de dicha secuencia de aminodcidos de 7 o mas aminoacidos o que comprende una variante de dicha
secuencia de aminoacidos o de dicha parte de la misma en la que desde 1 hasta 5 aminoacidos han sido alterados,
en donde el compuesto se une a la MAP cinasa p38a. Las preferencias adicionales son las mismas que antes.
Como se trata mas adelante, se prefiere si los compuestos estan N-acetilados; se prefiere particularmente que el
compuesto que consiste en la secuencia de aminodcidos HKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 1) esté N-
acetilado. Al compuesto que consiste en la secuencia de aminoacidos HKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 1) y
que esta N-acetilado se le ha dado el nombre de codigo BB2702 cuando todos los aminoacidos son L-aminoacidos y
existen enlaces peptidicos entre todos los restos de aminoacidos.

El compuesto puede contener al menos un resto de D-aminoacido, tal como 1,203 04 0506 07 o 8 D-
aminoacidos. Normalmente, el compuesto contiene 0, 1, 2 o 3 D-aminoacidos. La presencia de D-aminoacidos en el
compuesto puede ser util en prevenir la degradacion del compuesto por proteasas. Otros métodos para hacer los
péptidos resistentes a la degradacién proteolitica incluyen el bloqueo de los restos de aminoacidos de los extremos
N y/o C. Asi, se bloquean lo restos de aminodcidos de los extremos N y/o C. Los métodos de bloqueo adecuados
incluyen acetilacion del extremo N o incorporacién de un resto de piroglutamato en el extremo N.

Existen varios enfoques diferentes para el disefio y la sintesis de compuestos de péptido que no contienen enlaces
amida. En un enfoque, tal como se desvela por Sherman & Spatola (1990) J. Am. Chem. Soc. 112, 433, incorporado
en el presente documento como referencia, se han sustituido uno o mas enlaces amida en un modo esencialmente
isostérico por una variedad de grupos funcionales quimicos.

Se pueden sintetizar retro-inversopeptidomiméticos, en los que se invierten los enlaces peptidicos, por métodos
conocidos en la técnica, por ejemplo, tales como los descritos en Méziere et al. (1997) J. Immunol. 159 3230-3237,
incorporado en el presente documento como referencia. Este enfoque implica preparar pseudopéptidos que
contienen cambios que implican al esqueleto, y no la orientacion de cadenas laterales. Los péptidos retro-inversos,
que contienen enlaces NH-CO en lugar de enlaces peptidicos CO-NH, son mas resistentes a la protedlisis.

Puede ser ventajoso introducir un resto ciclico en una regién estructural basada en péptido. El resto ciclico restringe
el espacio conformacional de la estructura de péptido y esto puede conducir a un aumento de la afinidad del péptido
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por la MAP cinasa p38a. Una ventaja afiadida de esta estrategia es que la introduccion de un resto ciclico en un
péptido también puede dar como resultado que el péptido tenga una sensibilidad reducida a peptidasas celulares.

Aunque se prefiere si el compuesto es un péptido como se define, el compuesto puede consistir en un péptido unido
a otro resto. Los restos convenientes a los que se puede unir el péptido incluyen polietilenglicol (PEG) y secuencias
de péptidos, tales como TAT y antenapedios que potencian la administracion a células.

La PEGilacion es un método bien conocido para los expertos en la técnica en donde un (péptido u otro compuesto)
se modifica de forma que una o mas moléculas de polietilenglicol (PEG) se unan covalentemente a la cadena lateral
de uno o0 mas aminoacidos. Es una de las técnicas de quimica estructural de alteracién de moléculas (MASC) mas
importantes. Se pueden usar otras técnicas de MASC; dichas técnicas pueden mejorar las propiedades
farmacodinamicas de un compuesto, por ejemplo, prolongar su semivida en suero in vivo. Se forma un conjugado
PEG-péptido activando primero el resto de PEG de manera que reaccione con, y se acople a, el compuesto descrito.
Los restos de PEG varian considerablemente en peso molecular y conformacion, siendo los restos tempranos (PEGs
monofuncionales; mMPEGs) lineales con pesos moleculares de 12 kDa o menos, y siendo los posteriores de pesos
moleculares elevados. PEG2, una innovacion reciente en la tecnologia de PEG, implica el acoplamiento de un
mPEG de 30 kDa (o menos) a un aminoacido de lisina (aunque la PEGilacion se puede prolongar a la adicion de
PEG a otros aminoéacidos) que reacciona adicionalmente para formar una estructura ramificada que se comporta
como un mPEG lineal de peso molecular mucho mayor (Kozlowski et al., (2001), Biodrugs 15, 419 - 429). Los
métodos que se pueden usar para unir covalentemente las moléculas de PEG a los compuestos se describen
ademas en Roberts et al. (2002) Adv Drug Deliv Rev 54, 459 - 476, Bhadra et al., (2002) Pharmazie 57, 5 - 29,
Kozlowski et al., (2001) J Control Release 72, 217 - 224, y Veronese (2001) Biomaterials 22, 405 - 417, todos
incorporados en el presente documento como referencia.

Las posibles ventajas de PEGilacién del compuesto incluyen eliminacién renal reducida que, para algunos
productos, da como resultado una adsorcion mas sostenida después de la administracién subcutanea, asi como
distribucion restringida, que posiblemente conduce a concentraciones plasmaticas mas constantes y sostenidas vy,
por tanto, al aumento en la eficacia clinica. Las posibles ventajas adicionales incluyen inmunogenicidad reducida del
compuesto terapéutico, y menor toxicidad.

El compuesto es uno que es capaz de unirse a la MAP cinasa p38a. La MAP cinasa p38a es la enzima humana cuya
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 18) se da en la Figura 1. Convenientemente, la enzima se puede fusionar
con una secuencia de polipéptidos, tal como una GST, que permite su inmovilizacién sobre un sustrato sélido.

Cuando el compuesto es un péptido, una forma adecuada de determinar la unién a la MAP cinasa p38a es usar
técnicas de presentacién en fagos. El ADN que codifica la conduccion de péptidos se puede clonar en el vector de
fagémido M13 gplll, transformar en células de E. coli TG1 y sembrar en placas de 2 % de glucosa, 2xTY, 100 pg/mL
de ampicilina. Las colonias se cultivan para la produccion de particulas de fago como se describe (Scott & Smith
(1990) Science 249, 386-390). Para el ensayo, se recubre 1 ug de MAP cinasa p38a sobre placas de poliestireno
Mejeorp™ (marca Nunc™, Fisher Scientific, Loughborough, R. U.) en 100 ul de PBS durante 1 hora a temperatura
ambiente y luego se lavan una vez con PBS seguido por bloqueo con 2 % de BSA en PBS durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se afnaden 100 pl de sobrenadante de fago por pocillo y se incuban durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se lavan las placas cuatro veces con PBS/Tween20 y dos veces con PBS. Se diluye el
anticuerpo secundario anti-M13 conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (GE Healthcare U.K. Ltd.,
Chalfont St. Giles, R. U.) 1:5000 en 2 % de BSA en PBS y se incuba durante una hora a temperatura ambiente
seguido por lavado como antes. Los ensayos de ELISA se realizan como se describe (McGregor & Robins (2001)
Anal. Biochem. 294, 108-117. El ensayo se desarroll6 con sustrato de peroxidasa SureBlue TMB (Insight
Biotechnology, Middlesex, R. U.) y se ley6 a 450 nm. Los péptidos que se unieron a la MAP cinasa p38a se prueban
para especificidad contra la MAP cinasa p38a biotinilada y estreptavidina y luego contra B-galactosidasa, BclX,
anticuerpo anti-FLAG M2, albumina de huevo y lisozima, todos recubiertos a 0,5 ug en una placa recubierta con
estreptavidina (StreptaWell; Roche Diagnostics Ltd., Burgess Hill, R. U.) usando las mismas condiciones de ELISA
como se ha descrito anteriormente. Este método se puede usar para establecer la union de péptido especifica
directa a MAP cinasa p38a, y la union se indica por un aumento de la sefnal colorimétrica con respecto al fondo de
control.

Se prefiere particularmente si el compuesto es uno que compite para unirse a la MAP cinasa p38a de un péptido con
SEQID NO: 1 (todos los L-aminodcidos y que contienen enlaces peptidicos entre los restos de aminoacidos,
estando el péptido N-acetilado, es decir, BB2702). Si un compuesto es uno que puede o no competir para unirse a la
MAP cinasa p38a de un péptido con SEQ ID NO: 1, se puede determinar como sigue.

El péptido N-acetilado HKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 1) (es decir, BB2702) se marca fluorescentemente
(es decir, con un fluoréforo) y se une a la MAP cinasa p38a. El desplazamiento de este péptido por un compuesto es
indicativo de la unién de ese compuesto a MAP cinasa p38a, y se puede medir por polarizacién por fluorescencia. La
polarizacién por fluorescencia es una técnica empirica de deteccion de fluorescencia que mide los componentes
verticales y horizontales de la emision de fluorescencia creada usando excitacion polarizada plana. Los valores de
polarizacién (medidos en unidades de mP) para cualquier complejo marcado con fluoréforo estan inversamente
relacionados con la velocidad de rotacién molecular de ese complejo. Puesto que la rotacion molecular esta, a su
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vez, inversamente relacionada con su volumen molecular, el péptido marcado con fluorescencia poseera un mayor
valor de polarizacion cuando interacciona con cualquier molécula lo suficiente larga como para ralentizar su
velocidad de rotacion molecular (la MAP cinasa p38a en este caso). Asi, la magnitud de la sefial de polarizacién se
usa para determinar cuantitativamente el grado de unién de péptido marcado con fluorescencia sin la necesidad de
cualquier etapa de separacion por filtracién o lavado. El principio de este ensayo de unién por desplazamiento es la
competicién entre el péptido fluorescentemente marcado y el compuesto sin marcar para unirse al sitio de unién de
la MAP cinasa p38a, usando un método de deteccion de polarizacion de fluorescencia. La uniéon de compuesto sin
marcar provoca el desplazamiento del péptido fluorescentemente marcado y una pérdida de sefal de mP. Cualquier
pérdida de sefal indica desplazamiento. Una gran pérdida de sefial indica mayor desplazamiento que una pequefna
pérdida de sefal que indica menor desplazamiento. Se puede usar cualquier niumero de lectores de polarizacién
fluorescentes para medir el desplazamiento.

Es aln mas preferido si el compuesto es uno que inhibe la MAP cinasa p38a. La inhibicion de la MAP cinasa p38a
se puede determinar como sigue. La proteina basica de mielina (MBP) es un sustrato de la MAP cinasa p38a y se
fosforila en presencia de esta enzima y ATP. El evento de fosforilacion se puede monitorizar usando anticuerpos que
reconocen el resto fosforilado de serina o treonina, o midiendo la incorporacion de fosfato radiactivamente marcado
en la proteina. La inhibicion se mide por una disminucién en la fosforilacién de MBP. BB2702 inhibe la MAP cinasa
p38a directamente e inhibe la activacion de la MAP cinasa p38a. Esto se puede observar considerando la actividad
de BB2702 contra la MAP cinasa p38a fosforilada y no fosforilada (véase la Tabla 3 en el Ejemplo 9 a continuacion).
El compuesto puede inhibir la activacion de la MAP cinasa p38a por MKKB6.

Se prefiere particularmente si el compuesto es uno que se une a e inhibe la MAP cinasa p38a, pero no se une
sustancialmente a e inhibe cualquiera de Jnnk, PKCd, p38b, AMPK, AurA, GK3b, RAF1, JNK3, VEGF, p38g, PKCb,
PKCa, PDHK2, PDK1, MKK®6, p27 KIP, Cdk2 KIP, Prak KIP, Chk1 KIP, Egfr KIP, Kdr KIP, EGF KIP, Zap 70 KIP,
IGFR KIP, Src KIP, Fak KIP, Jak3 KIP, Akt CIRA y Mek CCEK. Estan disponibles servicios comerciales para
determinar si un compuesto inhibe estas y otras proteinas cinasas usando métodos convencionales. Por ejemplo, se
pueden usar Merck Millipore’s Kinase Profiler™ y la version 54 de sus protocolos de Ensayo sobre Servicio.

Preferentemente, el compuesto tiene un valor de Clso de > 1 uM, y mas preferentemente > 5 yM o > 10 uM para al
menos una si no todas las enzimas enumeradas a las que no se une sustancialmente.

Se prefiere si el compuesto tiene una Clso <1 uM contra la MAP cinasa p38a humana. Es mas preferido si el
compuesto tiene una Clso <0,1 uM, preferentemente <0,05 uM, mas preferentemente <0,01 uM, y todavia mas
preferentemente <0,001 uM, como se mide usando la siguiente metodologia. La Clso se calcula probando el grado de
inhibicion de una concentracion fija de la MAP cinasa p38a usando concentraciones crecientes del compuesto.
Cuando se representa en una escala logaritmica con el grado inhibicidén en el eje y y la concentracion de péptido en
el eje x, esto normalmente proporcionara una curva sigmoide desde 0 % de inhibicién a la concentraciéon 0 o la mas
baja hasta 100 % de inhibicion a las dosis mas altas. El punto al que se logra el 50 % de inhibicién se denomina la
concentracion inhibidora a 50 o Clsp y se usa para establecer la potencia de un compuesto a una concentracion fija
de enzima.

Como se trata con mas detalle en el Ejemplo 8, el compuesto HKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 1) (BB2702)
tiene una Clso de 0,007 uM, y muestra selectividad muy alta por la MAP cinasa p38a. Sin desear quedar ligado a
teoria alguna, el inventor cree que esta alta selectividad es debida en parte a la unién del compuesto a un sitio sobre
la MAP cinasa p38a que no esté presente en otras proteinas cinasas, y no al sitio de unién de ATP. Se cree que el
sitio esta conservado entre la MAP cinasa p38a humana y la MAP cinasa p38a canina. El sitio de unién de ATP es
un sitio de unién de ATP conservado encontrado en todas las proteinas cinasas y también muchas proteinas de
unién de ATP, y asi puede estar presente en cientos de proteinas en el proteoma humano (o canino). Como el sitio
se encuentra en muchas proteinas diferentes, y como es responsable de la uniéon de ATP, es muy desafiante para
producir compuestos inhibidores selectivos que bloquean la unién de ATP a la proteina y asi previenen la actividad
enzimatica. Por otra parte, los sitios fuera del sitio activo son de mucha mayor diversidad y frecuentemente solo se
asocian a una Unica proteina diana. Por tanto, un sitio fuera del sitio activo sobre la MAP cinasa p38a puede ser el
Unico sitio de esta naturaleza en el proteoma humano (o canino), sin homologia significativa con otros de dichos
sitios, y asi ofrece la posibilidad de selectividad muy alta de compuestos que se unen a él. Asi, la inhibicién de la
MAP cinasa p38a por la unién de un compuesto en un sitio de unién poco usual, y posiblemente Unico, ofrece la
probabilidad mucho mayor de inhibicidn selectiva de la MAP cinasa p38a y, por tanto, evitar los efectos secundarios
inespecificos y la toxicidad.

También se describe un método de inhibicion de la MAP cinasa p38a, comprendiendo el método poner en contacto
dicha cinasa con un compuesto como se ha descrito anteriormente. Normalmente, el método se lleva a cabo in vitro.
Asi, los compuestos descritos encuentran usos como reactivos para analizar la MAP cinasa p38a. También se
describe un kit de partes para analizar la MAP cinasa p38a, comprendiendo el kit un compuesto como se describe y
un sustrato para la MAP cinasa p38a. Los sustratos adecuados para la MAP cinasa p38a incluyen proteina basica
de mielina (MBP), MK2/MAPKAPK2, MNK-1, PRAK y MSK1. MBP es un sustrato preferido. También se describe el
uso de un compuesto como se ha descrito anteriormente para inhibir la MAP cinasa p38a.
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Se conoce la inhibicién de la MAP cinasa p38a por ser terapéuticamente Util, particularmente en el tratamiento de
afecciones inflamatorias. Asi, también se describen compuestos para su uso en medicina para tratar un individuo. El
individuo puede ser un humano o un animal no humano, tal como un mamifero no humano. Debido al grado de
similitud de la secuencia de aminoacidos (99,4 % de identidad) con la MAP cinasa p38a humana (MK14_HUMAN
SEQ ID NO: 18) y la MAP cinasa p38a canina (MK14_CANFA SEQ ID NO: 19) (véase Figura 1), los compuestos son
particularmente aptos para el tratamiento del hombre y perros. Los compuestos también pueden ser Utiles para tratar
otros animales que tienen una MAP cinasa p38a con similitud de secuencias sustancial (por ejemplo, >90% de
identidad) con la secuencia enzimatica humana.

Los compuestos se pueden usar tanto solos como en combinacién con otros compuestos terapéuticos. Asi, también
se describe una composicion que comprende un compuesto descrito y uno o varios de otros compuestos
terapéuticos, tales como compuestos antiinflamatorios o antiinfecciosos (por ejemplo, antibacterianos o antivirales) o
antiproliferativos.

También se describe una composicion farmacéutica que comprende un compuesto descrito, o la composicion
descrita anteriormente, y un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. El (Los) excipiente(s) y vehiculo(s)
deben ser "aceptables" en el sentido de ser compatibles con el compuesto y no perjudiciales para sus receptores. Se
pueden seleccionar excipientes farmacéuticos y vehiculos adecuados como se conoce en la técnica dependiendo de
la via de administracién para el compuesto o la composicién y si el compuesto o composicion es para uso humano o
veterinario.

Se pueden administrar los compuestos descritos o una formulacion de los mismos por cualquier método
convencional, como se trata mas abajo en mas detalle. El tratamiento puede consistir en una dosis Unica o
administracion o una pluralidad de dosis o administraciones durante un periodo de tiempo.

La formulacion puede estar en una dosificacion unitaria que contiene una dosis diaria o unidad, subdosis diarias, o
una fraccion apropiada de las mismas, del principio activo.

Los compuestos descritos se administraran normalmente por via topica o por via oral, o por cualquier via parenteral,
en forma de una formulacién farmacéutica, opcionalmente en forma de un &cido no toxico organico, o inorganico, o
base, sal de adicion, en una forma farmacéuticamente aceptable. Dependiendo del trastorno e individuo que se va a
tratar, asi como la via de administracién, las composiciones se pueden administrar a dosis variables.

Por ejemplo, los compuestos descritos se pueden administrar por via oral, por via bucal, por via intranasal, por via
intraocular, por via tépica, por via rectal o por via sublingual, en forma de comprimidos, capsulas, évulos, elixires,
disoluciones o suspensiones, que pueden contener aromatizantes o colorantes, para aplicaciones de liberacion
inmediata, retardada o controlada. Los compuestos también se pueden administrar por inyeccion intracavernosa.

Dichos comprimidos pueden contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio,
carbonato calcico, fosfato de calcio dibasico y glicina, disgregantes tales como almidén (preferentemente almidén de
maiz, patata o tapioca), glicolato sédico de almidon, croscarmelosa sodica, y ciertos silicatos complejos, y
aglutinantes de la granulacion tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa
(HPC), sacarosa, gelatina y goma arabiga. Ademas, se pueden incluir agentes lubricantes tales como estearato de
magnesio, acido estearico, behenato de glicerilo y talco.

También se pueden emplear composiciones solidas de un tipo similar como cargas en capsulas de gelatina. A este
respecto, los excipientes preferidos incluyen lactosa, almidén, una celulosa, azdcar de la leche o polietilenglicoles de
alto peso molecular. Para suspensiones acuosas y/o elixires, los compuestos se pueden combinar con diversos
edulcorante o aromatizantes, materia colorante o colorantes, con emulsionante y/o agentes de suspension y con
diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.

Los compuestos también se pueden administrar por via parenteral, por ejemplo, por via intravenosa, por via
intrarterial, por via intraperitoneal, por via intratecal, por via intraventricular, por via intraesternal, por via
intratoracica, por via intracraneal, por via intramuscular, por via subcutanea o por via intradérmica, o se pueden
administrar por técnicas de infusién. Se pueden usar en forma de una disolucién acuosa estéril que puede contener
otras sustancias, por ejemplo, sales suficientes o glucosa para hacer la disolucién isoténica con la sangre. Las
disoluciones acuosas deben ser adecuadamente tamponadas (preferentemente hasta un pH de desde 3 hasta 9), si
fuera necesario. La preparacién de formulaciones parenterales adecuadas en condiciones estériles se realiza
facilmente por técnicas farmacéuticas convencionales bien conocidas para los expertos en la técnica.

Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen disoluciones para inyeccion estériles acuosas
y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que convierten la formulacion
en isotonica con la sangre del receptor previsto; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir
agentes de suspension y espesantes. Las formulaciones se pueden presentar en dosis unitaria o recipientes multi-
dosis, por ejemplo ampollas y viales sellados, y se pueden almacenar en una condicién secada por congelacion
(liofilizada) que solo requiere la adicién del vehiculo liquido estéril, por ejemplo agua para inyecciones,
inmediatamente antes de uso. Se pueden preparar disoluciones o suspensiones para inyeccion extemporanea a
partir de polvos estériles, granulos y comprimidos del tipo previamente descrito.
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Los compuestos también se pueden administrar por via intranasal o por inhalacion y convenientemente se
administran en forma de un inhalador de polvo seco o una presentacion de espray en aerosol de un recipiente
presurizado, bomba, espray o nebulizador, con el uso de un propulsor apropiado, por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, un hidrofluoroalcano tal como 1,1,1,2-tetrafluoroetano (HFA 134A o
1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (HFA 227EAS3), dioxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol
presurizado, la unidad de dosificacion se puede determinar proporcionando una valvula para administrar una
cantidad dosificada. El recipiente presurizado, bomba, espray o nebulizador puede contener una disolucion o
suspension del compuesto activo, por ejemplo usando una mezcla de etanol y el propulsor como disolvente, que
puede contener adicionalmente un lubricante, por ejemplo, trioleato de sorbitano. Se pueden formular capsulas y
cartuchos (hechas, por ejemplo, de gelatina) para su uso en un inhalador o insuflador para contener una mezcla en
polvo de un compuesto descrito y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

Las formulaciones en polvo de aerosol o secas preferentemente estan dispuestas de manera que cada dosis medida
o "descarga" contenga al menos 1 ug del compuesto para la administracion al paciente. Se apreciara que la dosis
diaria general con un aerosol variard de paciente a paciente, y se puede administrar en una dosis Unica o, mas
normalmente, en dosis divididas a lo largo del dia.

Alternativamente, los compuestos se pueden administrar en forma de un supositorio o pesario, o se pueden aplicar
por via tépica en forma de una locién, disolucién, crema, pomada o polvo para espolvorear. Los compuestos también
se pueden administrar por via transdérmica, por ejemplo, usando un parche dérmico. También se pueden
administrar por via ocular, particularmente para tratar enfermedades del ojo.

Para uso oftalmico, los compuestos se pueden formular usando sistemas de nanoparticulas 0 como suspensiones
micronizadas en solucion salina estéril isotdnica, de pH ajustado, o, preferentemente, como disoluciones en solucién
salina estéril isotdnica, de pH ajustado, opcionalmente en combinacién con un conservante tal como un cloruro de
bencilalconio. Alternativamente, se pueden formular en una pomada tal como vaselina.

Para administracién por via tépica a la piel, los compuestos se pueden formular como una pomada adecuada que
contiene el compuesto activo suspenso o disuelto en, por ejemplo, una mezcla con uno o mas de los siguientes:
aceite mineral, vaselina liquida, vaselina filante, propilenglicol, compuesto de polioxietileno-polioxipropileno, cera
emulsionante y agua. Alternativamente, se puede formular como una locién o crema adecuada, suspensa o disuelta
en, por ejemplo, una mezcla de uno o mas de los siguientes: aceite mineral, monoestearato de sorbitano, un
polietilenglicol, parafina liquida, polisorbato 60, cera de ésteres cetilicos, alcohol cetearilico, 2-octildodecanol, alcohol
bencilico y agua. Los compuestos también se pueden formular con nanoparticulas que tienen calidades de
penetracion demostradas en tejidos y células.

Ademas, para administracion por via topica, los compuestos (tanto solos como en combinacion con otros principios
activos o materiales) se pueden aplicar a, o impregnar dentro de, un apdsito para heridas, de manera que se
proporcione un aposito que se puede usar para tratar una afeccién inflamatoria o mejorar la cicatrizacion en un
individuo.

Las formulaciones adecuadas para administracion topica en la boca incluyen pastillas para chupar que comprenden
el principio activo en una base aromatizada, normalmente sacarosa y goma arabiga o tragacanto; pastillas que
comprenden el principio activo en una base inerte tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arabiga; y
enjuagues bucales que comprenden el principio activo en un vehiculo liquido adecuado.

Los compuestos se pueden administrar usando un sistema de administracion inyectable de liberacion sostenida de
farmacos. Estos se disefian especificamente para reducir la frecuencia de inyecciones. Un ejemplo de dicho sistema
es Nutropin Depot que encapsula hormona de crecimiento humana recombinante (rhGH) en microesferas
biodegradables que, una vez inyectado, liberan rhGH lentamente durante un periodo sostenido.

Los compuestos se pueden administrar por un dispositivo quirdrgicamente implantado que libera el farmaco
directamente al sitio requerido. Por ejemplo, Vitrasert libera ganciclovir directamente en el ojo para tratar retinitis por
CMV. La administracién directa de este agente toxico al sitio de enfermedad logra terapia eficaz sin los significativos
efectos secundarios sistémicos del farmaco.

También se pueden emplear sistemas de terapia por electroporacion (EPT) para la administracion de péptidos. Un
dispositivo que suministra un campo eléctrico pulsado a células aumenta la permeabilidad de las membranas
celulares al farmaco, dando como resultado un potenciamiento significativo de la administracion intracelular de
farmacos.

Se pueden administrar péptidos por electroincorporacion (El). La El ocurre cuando pequefias particulas de hasta 30
micrometros de diametro sobre la superficie de la piel experimentan impulsos eléctricos idénticos o similares a los
usados en la electroporacion. En la El, estas particulas son conducidas a través del estrato corneo y en capas mas
profundas de la piel. Las particulas se pueden cargar o recubrir con farmacos o genes o pueden simplemente actuar
de "balas" que generan poros en la piel a través de los cuales pueden entrar los farmacos.
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Un método alternativo de administracion de péptidos es el sistema inyectable ReGel, que es termosensible. Por
debajo de la temperatura corporal, ReGel es un liquido inyectable, mientras que a la temperatura corporal forma
inmediatamente un deposito de gel que se erosiona lentamente y se disuelve en polimeros biodegradables seguros
conocidos. El farmaco activo se administra con el tiempo a medida que se disuelven los biopolimeros.

Los compuestos se pueden introducir a células por "péptidos troyanos". Estos son una clase de polipéptidos
denominados penetratinas que tienen propiedades de translocacién y son capaces de llevar compuestos hidréfilos a
través de la membrana plasmatica. Este sistema permite el direccionamiento directo de oligopéptidos al citoplasma y
nucleo, y puede no ser especifico de tipo de célula y altamente eficiente. Véase Derossi et al. (1998), Trends Cell
Biol 8, 84-87, incorporado en el presente documento como referencia.

La cantidad del compuesto a administrar al individuo se puede determinar por el profesional médico (doctor o
veterinario) y dependera de si el individuo es un humano o animal (y el tipo de animal), la afeccién que se va a tratar
y la via y frecuencia de administracion. Convenientemente, el compuesto se puede administrar a la piel en
formulacion de vehiculo de manera que se administren desde 10 pg hasta 100 mg en vehiculo formulacién por 2 cm?
de area de inflamacién, por ejemplo 100 pg, 1 mg, 5 mg, 10 mg o 50 mg.

También se describe un método de tratamiento de una afeccién inflamatoria en un individuo, comprendiendo el
método administrar al individuo un compuesto o una composicion como se ha descrito. El individuo se puede
administrar con los compuestos descritos y el otro compuesto terapéutico o secuencialmente en cualquier orden o
simultaneamente.

También se describe un compuesto, 0 una composicion como se ha descrito anteriormente, para su uso en el
tratamiento de una afeccion inflamatoria en un individuo. El individuo puede haber sido administrado o esta siendo
administrado o se administrara con otro agente terapéutico como se trata anteriormente.

También se describe el uso del compuesto descrito, 0 una composicion como se describe, en la fabricacién de un
medicamento para tratar una afeccion inflamatoria en un individuo. El individuo puede haber sido administrado o esta
siendo administrado o se administrara con otro agente terapéutico como se ha tratado anteriormente.

Las afecciones inflamatorias que se va a tratar incluyen aquellas en las que la via inflamatoria que contiene la MAP
cinasa p38a desempefia una funcién en su patologia. Las afecciones inflamatorias para el tratamiento por los
compuestos descritos incluyen, pero no se limitan a, trastornos inflamatorios de la piel tales como dermatitis atépica,
psoriasis, acné vulgar, cicatrizacion dérmica. La activaciéon de la MAP cinasa p38a también puede desempefar una
funcién fundamental en otros trastornos que implican la inflamacién, que incluyen enfermedad pulmonar obstructiva
constrictiva, asma, enfermedad inflamatoria del intestino, aterosclerosis, cancer y artritis reumatoide, y estas
afecciones también se pueden tratar usando los compuestos descritos. La afeccion inflamatoria que se trata puede
ser una afeccion temporal, regular o permanente experimentada por un individuo.

También se describe un método de identificacion de una molécula que se une a la MAP cinasa p38a,
comprendiendo el método determinar si la molécula se une o no a la MAP cinasa p38a en la posicidn que un
compuesto como se ha descrito anteriormente se une a la MAP cinasa p38a.

Las preferencias para el compuesto para su uso en cualquiera de los métodos, usos o composiciones anteriormente
descritos son las mismas que para los compuestos descritos anteriormente.

Se prefiere que el compuesto usado en el método para identificar una molécula que se une a la MAP cinasa p38a
sea el péptido con la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1, aunque se pueden usar otros compuestos descritos.

El método se puede usar para identificar moléculas que son Utiles para inhibir selectivamente la MAP cinasa p38a, y
que son utiles en terapia antiinflamatoria. Existen diversas formas de identificar si una molécula de prueba se une a
la MAP cinasa p38a en la misma posicién que el péptido con secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1. Una forma
es realizar ensayos bioquimicos de competicién entre la molécula de prueba y un compuesto como se ha descrito
anteriormente, tal como el péptido con secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1, u otro compuesto como se ha
descrito anteriormente, para determinar si la molécula de prueba es capaz de desplazar el péptido con la secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO: 1, u otro compuesto como se ha descrito anteriormente, desde su sitio de union sobre
la MAP cinasa p38a, por ejemplo, usando el método de polarizacion de fluorescencia tratado anteriormente.
Normalmente, el péptido con la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 1, u otro compuesto como se ha descrito
anteriormente, se marca con una marca detectable, tal como fluorescente. Se usan un ensayo basado en afinidad, o
un ensayo inmunoenzimatico (ELISA). Otra forma es usar quimica computacional. Se puede usar informacion
estructural de alta resolucién producida por cristalizacién de rayos X o resonancia magnética nuclear bidimensional
para construir un modelo computacional preciso de la MAP cinasa p38a y el enlace preciso de un péptido tal como
BB2702. El enlace del péptido revela puntos de interacciéon clave que entonces se pueden usar para enlazar
computacionalmente moléculas pequefias y otros péptidos. Esto permitira la seleccién de compuestos que incluyen
péptidos que pueden explotar el mismo sitio y superficies de interaccion clave sin la necesidad de cribar muchos
millones de compuestos. Entonces se pueden cribar ademas moléculas candidatas que se cree que tienen una alta
probabilidad de inhibir la MAP cinasa p38a, por ejemplo usando un ensayo de fosforilacion bioquimico clasico.
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Una vez se identifica una molécula, normalmente se llevan a cabo andlisis adicionales. Por ejemplo, se pueden
llevar a cabo las siguientes etapas: (a) determinacion del valor de Clso de la molécula para la MAP cinasa p38a, (b)
determinar su efecto sobre la estimulacion de TNF en células Hela, (c) estudios de RMN de la union a MAP cinasa
p38a, (d) andlisis de selectividad hacia la MAP cinasa p38a, (e) analisis de rayos X de la molécula y (f) estudios de
cocristalizacion de la molécula y la MAP cinasa p38a, que incluyen estudios de difraccion de rayos X.

Se pueden sintetizar y estudiar adicionalmente las moléculas que se identifican. Las moléculas preferidas son las
que se unen selectivamente a MAP cinasa p38a, tienen una Clso de <1 uM, preferentemente <0,1 uM, mas
preferentemente <0,05 uM, todavia mas preferentemente <0,01 uM y aun todavia mas preferentemente <0,001 uM y
no inhiben sustancialmente ninguno de Jnnk, PKCd, p38b, AMPK, AurA, GK3b, RAF1, JNK3, VEGF, p38g, PKCb,
PKCa, PDHK2, PDK1, MKK®6, p27 KIP, Cdk2, Prak, Chk1, Egfr, Kdr, EGF, Zap 70, IGFR, Src, Fak, Jak3, Akt CIRA, y
Mek. Por ejemplo, las moléculas preferidas son aquellas con un valor de Clso de > 1 uM, y méas preferentemente >
5uM o > 10puM para al menos una, si no todas, de las enzimas enumeras que la molécula no inhibe
sustancialmente.

El método puede comprender ademas la etapa de formular el compuesto identificado en una composicion
farmacéuticamente aceptable. También se describe un método de preparacion de una composicion farmacéutica
que contiene una molécula identificada usando el método para identificar una molécula que se une a la MAP cinasa
p38a, comprendiendo el método la etapa de mezclar la molécula asi identificada con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

La invencion se describird ahora en una forma no limitante por referencia a las siguiente Figuras y Ejemplos.

Figura 1: Alineamiento de secuencias de aminoacidos de la MAP cinasa p38a humana y canina. Existen 358
posiciones idénticas entre la secuencia humana y de perro (99,44 % de identidad);

Figura 2: Datos de barrido de alanina;

Figura 3: Efecto de BB2702 sobre la MAP cinasa p38a fosforilada basal;

Figura 4: Medicién de la afinidad de uniéon usando analisis BIAcore. Union de OH-p38a a BB2702;
Figura 5: Estructura de ureidoquinazolina del documento de patente WO 01/04102; y

Figura 6: Inhibicién de la produccion de TNFa en células THP-1 estimuladas por LPS por BB2702. Eje X nM
BB2702: 1=1000 nM; 2=100 nM; 3=10 nM; 4=1 nM; 5=sin estimulacién de LPS. Eje y produccion de TNFa en pg/mL

Ejemplo 1: Péptidos

Se prepararon los siguientes péptidos usando quimica sintética convencional.

1. BB2700 SRALLIFQKI (SEQ ID NO: 17) (N-acetilado)

2. BB2702 HKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 1) (N-acetilado)
Ejemplo 2: Experimentos de barrido de alanina

La secuencia de aminodacidos de BB2702 es: HKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 1) y esta N-acetilada. El
barrido de alanina permite que se forme una relacién estructura:actividad del péptido. Sustituyendo secuencialmente
cada aminodcido del péptido activo con el aminoacido mas pequefio que tiene una cadena lateral, alanina, y
probando la actividad del nuevo péptido, se puede crear una imagen de qué posiciones del resto de aminoacido son
importantes para la actividad y qué posiciones no. Asi, por ejemplo, si los presentes inventores sustituyen la arginina
de la posiciéon 4 con alanina, los presentes inventores observan un gran impacto negativo sobre la capacidad del
nuevo péptido para inhibir la MAP cinasa p38a. Asi, los presentes inventores pueden llegan a la conclusién de que la
arginina de la posicion 4 es un punto de interaccién importante del péptido en la unién a e inhibicién de la MAP
cinasa p38a. Como esto se lleva a cabo para cada una de las 18 posiciones en el péptido BB2702, asi, los
presentes inventores formaron el conocimiento de los sitios claves de restos sobre el péptido necesario para
inhibicion de la MAP cinasa p38a. Usando este enfoque, se muestran los restos clave en la secuencia para la unién.
Los restos en las posiciones en negrita subrayados debajo son muy importantes para la unién con alta afinidad a
MAP cinasa p38a y se determinaron por experimentacion por barrido de alanina y evaluacion de la actividad en un
ensayo bioquimico para evaluar la capacidad para inhibir la MAP cinasa p38a. Son importantes los restos en las
posiciones en cursiva subrayados, pero con influencia mas pequefa en la unién.

HKSRALL/EQKIMWLRRQ
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Ejemplo 3: Ensayo de MAP cinasa P38a
MATERIALES
MKK6

Proteina de fusion de GST expresada en E. coli. Disolucion madre 12 mg/mL. Almacenar a -80 °C (actividad basal
de MKK® suficiente para activar P38a).

MAP cinasa P38a

Proteina marcada con 6-his C-myc expresada en E. coli. Disolucién madre 10 mg/mL. Almacenar a -80 °C.
Proteina basica de mielina (MBP) (GibcoBRL 13228-010)

25 mg disueltos en 3,75 mL de tampdn cinasa (con 3-ME)

y3P-ATP (Amersham AH9968 250 uCi)

ATP (Sigma A-7699)

Disolucién madre 1 mM en agua destilada en vaso. Alimacenar a -80 °C.

Acetato de magnesio (Sigma M-0631)

Disolucién madre 1 M en agua. Almacenar a 4 °C.

Acido tricloroacético (TCA) (Sigma 490-10)

Preparar tanto una disolucion al 20 % como al 2 % en agua. Almacenar a temperatura ambiente.
Tampdn cinasa

EGTA 0,1 mM (Sigma E-4378). Tris/HCI 50 mM a pH 7,4 (Sigma T-4003). Disolucién 0,1 mM de ortovanadato de
sodio (Sigma S-6508). Almacenar a 4 °C. Inmediatamente antes de uso, afadir 1 pl de 3-mercapto-etanol (Sigma M-
7522) por mL de tampo6n. [0,038 g (38 mg) de EGTA (SIGMA E-4378). 7,58 gm de TRIS/HCI prefijado a pH 7,4
(SIGMA T-4003). 0,018 g (18 mg) de ortovanadato de sodio (SIGMA S-6508). Enrasar hasta 1 litro en agua destilada
en vaso. Inmediatamente antes de uso, afadir 1 uL de B-mercaptoetanol (Sigma M-7522) por mL de tampon.
Almacenar a 4 °C.]

Placas de 96 pocillos
Para su uso con DMSO (Corning incorporated (Costar) 3365 (polipropileno).

Placas de ensayo (Corning incorporated (Costar) 3596 (poliestireno — fondo plano con tapa). Placas filtrantes
(Cambarra Packard 6005174 (con filtro GF/C unido)).

Ejemplo 4: Protocolo de MAP cinasa p38a (Version 1) (concentracion de enzima 6,5 pg/mL)
Activacion de enzimas

Se activa la MAP cinasa p38a humana antes de uso por incubacion con MKK6 durante 3 horas a 30 °C. El incubado
de activacién contiene 550 pL de tampon cinasa, 75 pL (1 mM) de ATP, 75 pL (100 mM) de MgAc, 50 pL (10 mg/mL)
de P38ay 5 uL (12 mg/mL) de MKK®6. Este incubado de activacion se puede separar en alicuotas y almacenar a -
20 °C.

Método

El compuesto de referencia es SB203580 (Clso = 0,025 uM)

Se enrasan los compuestos a 10 mM en DMSO: Peso (mg)/MW1t X 100 = Cantidad (mL) de DMSO a anadir).
Se hacen diluciones sucesivas en DMSO (12 placa de dilucién)

.*En una placa de 96 pocillos (polipropileno).

*100 pL de DMSO en todas las filas excepto la primera fila.

*50 pL de compuesto en el primer pocillo con DMSO.

*50 pL a través de la placa con mezcla.
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Entonces se diluyen 1:10 estas diluciones sucesivas en tamp6n cinasa (22 placa de dilucion).

*En una placa de 96 pocillos (poliestireno).

*90 uL de tampdn cinasa en todas las filas necesarias.

*10 uL de diluciones de compuesto (Fila 3 - 1) (20 uM - 0,006 uM (concentracién final).

Se ariadieron 10 uL de 10 % de DMSO en tampén cinasa a los pocillos de control 'maximo' y 'minimo’.

Enrasar la disolucion de enzima de trabajo: Para cada placa de 96 pocillos mezclar 2,50 mL de tamp6n cinasa,
500 pL de proteina basica de mielina (6,66 mg/mL en tampén cinasa) y 50 pL de P38a activado (la enzima activada
se sustituye por tampén cinasa en pocillos de control 'minimos'). Afadir 30 pL a todos los pocillos de ensayo.

Preparar disolucion de ATP marcada: Para cada placa de 96 pocillos anadir 50 pL de MgAc (1 M), 900 pL de agua
destilada, 50 uL de ATP (1mM) y 5 uCi (0,5 - 1 pL) de y 33P-ATP.

Anadir 10 L a todos los pocillos.
Sellar e incubar la(s) placa(s) a temperatura ambiente durante 60 min con agitacién suave (agitador de placas).

Detener la reaccion con adicion de 50 L por pocillo de 20 % de disolucién de TCA. *100 mL de TCA + 400 mL de
agua milli Q.

Capturar MBP precipitado sobre una placa filtrante usando un colector Microcell. Usar 2% de TCA
(aproximadamente 100 mL) para lavar toda la placa y 0,75 % de acido fosférico (aproximadamente 100 mL) para el
aclarado final del colector. Dejar secar las placas durante la noche.

Anadir 25 pL de Micro-scintillant a cada pocillo de prueba y leer en un contador de centelleo topcount (recuentos por
minuto).

Ejemplo 5: Protocolo de MAP cinasa 38a (Version 2) (concentracion de enzima 0,5 ug/mL)
Activacion de enzimas

Se activa la MAP cinasa p38a humana antes de uso por incubacion con MKK6 durante 3 horas a 30 °C. El incubado
de activacién contiene 550 pL de tampon cinasa, 75 pL (1 mM) de ATP, 75 pL (100 mM) de MgAc, 50 pL (10 mg/mL)
de P38ay 5 uL (12 mg/mL) de MKK®6. Este incubado de activacion se puede separar en alicuotas y almacenar a -
20 °C.

Método

El compuesto de referencia es SB203580 (CI50 = 0,025 uM)
Se enrasan los compuestos a 10 mM en DMSO.

Peso (mg)/MW?1t X 100 = Cantidad (mL) de DMSO a afadir)

Se hacen diluciones sucesivas en DMSO (12 placa de dilucién)
.*En una placa de 96 pocillos (polipropileno).

*100 pL de DMSO en todas las filas excepto la primera fila.
*50 pL de compuesto en el primer pocillo con DMSO.

*50 pL a través de la placa con mezcla.

Entonces se diluyen 1:10 estas diluciones sucesivas en tampon cinasa (22 placa de dilucion).
*En una placa de 96 pocillos (poliestireno).

*90 uL de tampdn cinasa en todas las filas necesarias.

* Se transfieren 10 yL de diluciones de compuesto (Fila 5 - 12) (2,22 uM - 0,001 uM (concentracion final)) y se
mezclan.

Se transfieren 10 pL desde la placa de dilucion 2 hasta las placas de ensayo (por duplicado) (concentracion final 2 %
de DMSO).

Se anadieron 10 uL de 10 % de DMSO en tampén cinasa a los pocillos de control 'maximo'y 'minimo'.
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Preparacion de la disolucion de enzima de trabajo: Para cada placa de 96 pocillos mezclar 2,55 mL de tampon
cinasa, 500 pL de proteina basica de mielina (6,66 mg/mL en tampodn cinasa) y 3,8 uL de P38a activada (la enzima
activada se sustituye por tampén cinasa en pocillos de control 'minimo'). Afadir 30 uL a todos los pocillos de prueba.

Preparar disolucion de ATP marcado: Para cada placa de 96 pocillos afiadir 50 uL de MgAc (1 M), 900 pL de agua
destilada, 50 pL de ATP (1mM) y 5 pCi (0,5 - 1 L) de y 33P-ATP.

Anadir 10 pL a todos los pocillos
Sellar e incubar la(s) placa(s) a temperatura ambiente durante 60 min con agitacién suave (agitador de placas).

Detener la reaccion con adicion de 50 pL por pocillo de 20 % de disolucién de TCA. *100 mL de TCA + 400 mL de
agua milli Q.

Capturar MBP precipitado sobre una placa filirante usando un colector Microcell. Usar 2% de TCA
(aproximadamente 100 mL) para lavar toda la placa y 0,75 % de acido fosférico (aproximadamente 100 mL) para el
aclarado final del colector. Dejar secar las placas durante la noche.

Anadir 25 uL de Micro-scintillant a cada pocillo de prueba y leer en un contador de centelleo topcount (recuentos por
minuto).

Ejemplo 6: Efecto de BB2702 sobre la actividad de p38a basal en células Hela

Se usan células Hela para modelar ciertos aspectos de la respuesta inflamatoria, tales como la produccién de
citocinas. En particular, la producciéon de citocinas inflamatorias TNFa, IL-1a, IL-1B, IL-6 y IL-8 en respuesta a
lipopolisacaridos (LPS) u otros estimulos proinflamatorios. Esto puede ser mediante medios dependientes o
independientes de la MAP cinasa p38a. Frecuentemente, se usa el inhibidor de molécula pequefa de cinasas MAP
p38a SB203580 para explorar la funcion de la MAP cinasa p38a en esta cascada de sefializacion inflamatoria. La
Figura 3 mira el efecto de BB2702 sobre el estado de fosforilacion de p38a basal en células Hela. p38a fosfo es la
forma activa de p38a capaz de sefalizar aguas abajo y que da como resultado la produccién de citocinas
inflamatorias. Los presentes inventores han demostrado en la Tabla 2 (en el Ejemplo 8 a continuacién) que BB2702
inhibe la activacion de p38a en un ensayo bioquimico. Aqui, los presentes inventores demuestran que BB2702
debilité la fosforilacion de p38a en un modelo celular en ausencia de cualquier estimulo, demostrandose asi la
reducida actividad de p38a en presencia de BB2702. Los presentes inventores pueden llegar a la conclusion a partir
de estos datos que BB2702 esté causando la supresion de actividad de p38a basal.

Como se muestra en la Figura 3, BB2702 reduce p38a activado basal. BB2702 previene la fosforilaciéon de la MAP
cinasa p38a por su cinasa de activacién aguas arriba, por ejemplo, MKK6 o MKKS, o por autofosforilacién.

Ejemplo 7: Analisis BlAcore de la interaccion entre BB2702 y la MAP cinasa p38a

Se us6 un Biacore 3000 para detectar las interacciones de union usando inhibicién en ensayos de disolucién (ISAs;
Karlsson, R. (1994) Real-time competitive analysis of interactions between low-molecular-weight ligands in solution
and surface immobilized receptors. Anal. Biochem. 221, 142-151). Se inmoviliz sobre el chip sensor un compuesto
de definicion diana (un compuesto de ureidoquinazolinona, Figura 5) que se sabia que se unia al sitio de purina de
cinasas. Se incub6 la MAP cinasa p38a con diversas concentraciones de compuestos de prueba durante 30 min y
luego se dejo circular sobre el sensor. Se asocié p38a sin unir al compuesto de definicién diana dando una sefal,
que se podria relacionar con la libre concentracion. Se analizaron los datos de dosis-respuesta para estimar los
valores de Ky (por ejemplo, 1 0 3, donde K' = Ky), debido a que la competicion por el compuesto de definicién diana
no provoco un desplazamiento significativo en el punto central. Se inmovilizé el compuesto de definicion diana por
acoplamiento de amina sobre un chip CM-5 de calidad para investigacion usando inyecciones de 7 min de una
mezcla de 11,5 mg/mL de N-hidroxisuccinimida con 75 mg/mL de clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida, seguido por compuesto 400 uM en HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA
3,4 mM, 0,005 % (v/v) de tensioactivo P20, 4 % (v/v) de sulféxido de dimetilo, y finalmente etanolamina 1 mM, pH
8,5, a un caudal de 5 pL/min. Los niveles de inmovilizacién normalmente fueron de aproximadamente 3000 unidades
de resonancia. Se prepard una celda de flujo de referencia sin el compuesto de definicién diana. Todas las
mediciones usaron un caudal de 20 uL/min, y se hicieron restas para eliminar el cambio del indice de refraccién y el
ruido de inyeccién. Se logré regeneracién superficial inyectando 5 uL de NaOH 100 mM. Se calibré el chip con o
p38a no fosforilado o fosforilado usando un punto de informe de 60 s, cuando la respuesta estuvo aumentando
linealmente con el tiempo. La respuesta fue lineal hasta proteina al menos 400 nM. Se realizaron mediciones de Ky a
p38a 10-50 nM, y se confirmé que era 25 nM. Esta afinidad de unién no es incompatible con la Ki bioquimicamente
derivada de 7 nM.

La Figura 4 muestra los resultados del analisis de BlAcore.
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Ejemplo 8: Estudios de RMN de la union de BB2702 a la MAP cinasa p38a

BB2702 (Clso = 1 nM) para la inhibicion de la activacion de la MAP cinasa p38a por MKK6 comparte un motivo de
secuencia (LIFQKI) en comin con el fragmento de interaccion de PDK1 hidréfobo derivado de PRK2 o el motivo de
union del sitio 'PIF' implicado en la activacién de la cinasa de sustrato por PDK1 (Balendran et al. (1999) Curr. Biol.
9, 393-402). En la estructura cristalina de PDK1 (Biondi et al. (2002) EMBO J. 21(16), 4219-28), la hélice aG de una
molécula PDK1 relacionada con la simetria ocupa el sitio de unién del motivo hidréfobo sobre la parte 'trasera’ del
|6bulo del extremo N del dominio catalitico, imitando la interaccién intermolecular con cinasas de sustrato. Sin
embargo, la MAP cinasa p38a carece de un bolsillo de unién de motivo hidréfobo equivalente: esta regién del I6bulo
del extremo N de la MAP cinasa p38a es en su lugar ocupada por su propia hélice del extremo C, asi parece poco
probable que la potente uniéon de este péptido BB2702 a MAP cinasa p38a esté mediada por una interaccion
equivalente.

Por otra parte, estructuras cristalinas de péptidos del factor de transcripcion MEF2A y otros sustratos de la MAP
cinasa p38a y, mas recientemente, del complejo entre la MAP cinasa p38a y MK2, han revelado que la MAP cinasa
p38a posee una acanaladura de enlace del sustrato sobre el I6bulo del extremo C, proximal al sitio de uniéon de ATP
(Chang et al. (2002) Mol. Cell. 9(6), 1241-9; ter Haar et al. (2007) J. Biol. Chem. 282(13), 9733-9). Los presentes
inventores razonaron que esta acanaladura de enlace podria ser un posible sitio de interaccion entre BB2702 y la
MAP cinasa p38a, a pesar de la ausencia de la obvia similitud de secuencias con los motivos de enlace sustrato-
cinasa de la MAP cinasa p38a conocidos. Para investigar esto, los presentes inventores usaron RMN para
monitorizar las perturbaciones del desplazamiento quimico (CSPs) de la amida del esqueleto del espectro de la MAP
cinasa p38a inducido uniendo los péptidos BB2702 y MEF2A. Las concentraciones subestequiométricas del péptido
BB2702 indujeron cambios de desplazamiento quimico en el limite de intercambio lento sobre la escala de tiempo de
RMN, de acuerdo con la uniéon de alta afinidad (<1 uM) y, como era de esperar, los desplazamientos estuvieron
esencialmente saturados a estequiometria 1:1 (datos no mostrados). La unién del péptido MEF2A revel6 un patrén
similar de CSPs al inducido por el péptido BB2702: se afectaron muchas de las mismas resonancias de la cinasa,
sugiriendo que los dos péptidos podrian compartir un sitio de unién similar, o de solapamiento. Ademas, de acuerdo
con la unién del péptido MEF2A a la acanaladura de enlace de la cinasa, los CSPs fueron notablemente diferentes
de los de los inhibidores de p38 competitivos de ATP de molécula pequefa (Sullivan et al. (2005) Biochemistry
44(50), 16475-90). Sin embargo, a diferencia del péptido de BB2702, la unién del péptido MEF2A es mucho mas
débil, con una Kq estimada de datos de valoracién de RMN de 250 uM. Para probar ademas la relaciéon entre los
sitios de unién para péptidos MEF2A y BB2702, los presentes inventores afadieron entonces péptido BB2702 a una
muestra de la MAP cinasa p38a con péptido MEF2A preunido. BB2702 (240 uM) fue capaz de desplazar
completamente el péptido MEF2A (5 mM), recapitulando el patron de CSP de la unién del péptido BB2702 solo
(Figura 5B). A diferencia, y de acuerdo con su afinidad mas débil, el péptido MEF2A (1 mM) fue incapaz de
desplazar el péptido BB2702 (150 uM) como se determiné por CSPs no alteradas, cuando se invirtié el orden de
adicion (datos no mostrados). Tomados conjuntamente, los datos de RMN soportan la hipotesis de que el péptido
BB2702 se puede unir en, o préoximo a, una acanaladura sobre p38a usada para enlace con un regulador de cinasa
aguas arriba.

Detalles experimentales

Se valoré BB 2702 en muestras de 6His-MAP cinasa p38a uniformemente marcada con '"N,2H (120 uM) (Sullivan et
al. (2005) Biochemistry 44(50), 16475-90), tanto por si mismas como ademas del péptido derivado del factor de
transcripcion MEF2A (Chang et al. (2002) Mol. Cell. 9(6), 1241-9) (RKPDLRVVIPPSS). Se adquirieron espectros de
RMN de 'H-'SN TROSY-HSQC después de cada adicién. Se registraron los experimentos de RMN a 298K en un
espectrometro Varian Inova de 600 MHz equipado con una criosonda de resonancia triple de HCN como se describe
en Sullivan et al. (2005).

Ejemplo 9: Selectividad de BB2702

La Tabla 1 a continuacion compara la actividad de 2 péptidos seleccionados y su capacidad para o inhibir la
fosforilacion y, por tanto, la activacion de p38a por debajo de MKK6 o MKK3. También muestra la capacidad de los
péptidos codificados para inhibir la capacidad de p38a activado para fosforilar varios sustratos. Los datos en la tabla
muestran que BB2702 inhibe la fosforilacién de p38a por MKK6 pero no MKKS, ademas cualquier p38a activo se
inhibe directamente para prevenir la fosforilacion de o MBP o MK2. Asi, BB2702 trabaja tanto inhibiendo la activacion
de p38a como inactivando p38a activo.

Tablas 2 y 3 (a continuacion): Se evalué la capacidad de BB2702 para inhibir otras proteinas cinasas probando en
mas de 30 proteinas cinasa a 10 uM de péptido. Esto es el panel de selectividad. Donde los inhibidores se unen al
sitio de unién de ATP, se puede esperar una ausencia de selectividad con respecto a este nimero de cinasas. Sin
embargo, BB2702 es inactivo frente a la mayoria de las dianas de cinasa hasta 10 uM y de hecho solo se observa
una ligera actividad en 6 cinasas, pero con en general 500 a 1000 veces de selectividad cuando se compara con
p38a. El efecto inespecifico mas activo es contra p388, un miembro de la familia altamente homoélogo de la familia
de cinasas MAPK. Sin embargo, incluso aqui, la selectividad es mas de 100 veces. En resumen, los presentes
inventores pueden llegar a la conclusion de que BB2702 es extremadamente selectivo para la inhibicion de p38a.
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Ejemplo 10: Inhibicion de la produccion de TNFa en células THP-1 estimuladas con LPS por BB2702

La Figura 6 ilustra que cuando células THP-1 se tratan con BB2702 en un modo dependiente de la dosis y luego se
estimulan por LPS (lipopolisacarido), existe una reduccién significativa en la produccion de TNFa, una citocina
inflamatoria que se sabe que esta aguas abajo de p38a. Esto demuestra que BB2702 puede inhibir la sefializacion
inflamatoria mediada p38a en el modelo de inflamacién de células THP-1 aceptado.

Se pre-incubaron células THP-1 con diversas dosis de BB2702 (1, 10, 100 1000 nM) antes de la estimulacién con
LPS (10 pg/mL) durante 5 horas. Se determind TNF-a en sobrenadantes de células por duplicado por ELISA. Los
datos se presentan como la media de 5 experimentos cada uno llevado a cabo por duplicado. La desviacion
estandar para cada uno entra dentro del 15 % de la media.

Listado de secuencias

<110> Blueberry Therapeutics Limited

<120> COMPUESTOS Y SUS USOS

<130> P54036WO/SNB

<150> GB1314610.5
<151> 15-08-2013

<160> 19

<170>PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 1
His Lys Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln Lys Ile Met Trp Leu Arg
1 5 10 15
Arg Gln

<210> 2

<211>17
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 2

His Lys Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln Lys Ile Met Trp Leu Arg
15

1

Arg

<210> 3
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 3

His Lys Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln Lys Ile Met Trp Leu Arg

1

<210> 4
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 4

5
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<210>5
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 5
His Lys Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln Lys Ile Met Trp
1 5 10

<210>6

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 6
Lys Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln Lys Ile Met Trp Leu Arg Arg
1 5 10 15
Gln

<210>7

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400>7
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Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln Lys Ile Met Trp Leu Arg Arg Gln

1 5 10

<210> 8
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 8
Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln Lys Ile Met
1 5 10
<210>9
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400>9
Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln
1 5

<210> 10

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 10
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<210> 11
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 11

His Lys Ser Arg Ala Leu Ala Ile Phe Gln Lys Ile Met Ala Leu Arg

1

Arg Gln

<210> 12
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 12

Ala Lys Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln Lys Ile Met Trp Leu Arg

1

Arg Gln

<210> 13
<211>18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Péptido

His Lys Ser Arg Ala Ala Leu Ile Phe Gln Lys Ile Met Trp Leu Arg

<400> 13
1 5
Arg Gln

<210> 14

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

His Lys Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln Lys Ile Met Trp Ala Arg

<400> 14
1 5
Arg Gln

<210> 15

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 15

His Lys Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln Lys Ile Met Trp Leu Arg
10

1 5
Ala Gln

<210> 16
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<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 16

His Lys Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln Lys Ile Met Trp Leu Arg

1 5
Arg Ala

<210> 17

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 17

Ser Arg Ala Leu Leu Ile Phe Gln Lys Ile

1 5

<210> 18
<211> 360
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
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Met

Ile

Gly

Arg

Ala

Ser

Trp

Ala

Val

50

Lys

Gln

Glu

Tyr

35

Ala

Arg

Glu

val

20

Gly

Val

Thr

Arg

Pro

Ser

Lys

Tyr
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Pro

Glu

val

Lys

Arg

Thr

Cys

Leu
55

Glu

Phe

Tyr

Ala

40

Ser

Leu

Tyr

Gln

25

Ala

Arg

Arg

23

Arg

10

Asn

Phe

Pro

Leu

Gln

Leu

Asp

Phe

Leu

Glu

Ser

Thr

Gln

Lys

Leu

Pro

Lys

45

Ser

His

Asn

val

30

Thr

Ile

Met

Lys

15

Gly

Gly

Ile

Lys

Thr

Ser

Leu

His

His
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Glu Asn Val Ile Gly Leu Leu Asp Val Phe Thr Pro Ala Arg Ser Leu
85 90 95

Glu Glu Phe Asn Asp Val Tyr Leu Val Thr His Leu Met Gly Ala Asp
100 105 110

Leu Asn Asn Ile Val Lys Cys Gln Lys lLeu Thr Asp Asp His Val Gln
115 120 125

Phe Leu Ile Tyr Gln Ile Leu Arg Gly Leu Lys Tyr Ile His Ser Ala
130 135 140

Asp Ile Ile His Arg Asp Leu lys Pro Ser Asn Leu Ala Val Asn Glu
145 150 155 160

Asp Cys Glu Leu Lys Ile Leu Asp Phe Gly Leu Ala Arg His Thr Asp
165 170 175

Asp Glu Met Thr Gly Tyr Val Ala Thr Arg Trp Tyr Arg Ala Pro Glu
180 185 130

Ile Met Leu Asn Trp Met Hig Tyr Asn Gln Thr Val Asp Ile Trp Ser
135 200 205

Val Gly Cys Ile Met Ala Glu leu Leu Thr Gly Arg Thr Leu Phe Pro
210 215 220

Gly Thr Asp His Ile Asp Gln Leu Lys Leu Ile Leu Arg Leu Val Gly
225 230 235 240

Thr Pro Gly Ala Glu Leu Leu lys Lys Ile Ser Ser Glu Ser Ala Arg
245 250 255

Agn Tyr Ile Gln Ser Leu Thr Gln Met Pro Lys Met Asn Phe RAla Asn
260 265 270

Val Phe Ile Gly Ala Asn Pro Leu Ala Val Asp Leu Leu Glu Lys Met
275 280 285

Leu Val Leu Asp Ser Asp Lys Arg Ile Thr Ala Ala Gln Ala Leu Ala
290 295 300

His Ala Tyr Phe Ala Gln Tyr His Asp Pro Asp Asp Glu Pro Val Ala
305 310 315 320

Asp Pro Tyr Asp Gln Ser Phe Glu Ser Arg Asp Leu Leu Ile Asp Glu
325 330 335

Trp Lys Ser Leu Thr Tyr Asp Glu Val Ile Ser Phe Val Pro Pro Pro
340 345 350

Leu Asp Gln Glu Glu Met Glu Ser
355 360

<210> 19
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<211> 360
<212> PRT

<213> Canis lupus

<400> 19

Met

Ile

Gly

Arg

Ala

&5

Glu

Glu

Leu

Phe

Asp

145

Asp

Asp

Ser

Trp

Ala

Vval

50

Lys

Asn

Glu

Asn

Leu

130

Ile

Cys

Glu

Gln

Glu

Tyr

35

Ala

Val

Phe

Asn

115

Ile

Ile

Glu

Met

Glu

Val

20

Gly

val

Thr

Ile

Asn

100

Ile

Tyr

His

Leu

Thr
180

Arg

Pro

Ser

Lys

Tyr

Gly

85

Asp

val

Gln

Arg

Lys

165

Gly
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Pro

Glu

Val

Lys

Arg

Leu

val

Lys

Ile

Asp

150

Ile

Tyr

Thr

Arg

Cys

Leu

55

Glu

Leu

Tyr

Cys

Leu

135

Leu

Leu

Val

Phe

Tyr

Ala

40

Ser

Leu

Asp

Leu

Gln

120

Arg

Lys

Asp

Ala

Tyr

Gln

25

Ala

Arg

Arg

val

val

105

Lys

Gly

Pro

Phe

Thr
185

25

Arg

10

Asn

Phe

Pro

Leu

Phe

20

Thr

Leu

Leu

Ser

Gly

170

Arg

Gln

Leu

Asp

Phe

Leu

75

Thr

His

Thr

lys

Asn

155

Leu

Trp

Glu

Ser

Thr

Gln

60

Lys

Pro

Leu

Asgp

Tyr

140

Leu

Ala

Iyr

Leu

Pro

Lys

45

Ser

His

Ala

Met

Asp

125

Ile

Ala

Arg

Arg

Asn

Val

30

Thr

Ile

Met

Arg

Gly

110

His

His

Vval

His

Ala
190

Lys

15

Gly

Gly

Ile

Lys

Ser

95

Ala

val

Ser

Asn

Thr

175

Pro

Thr

Ser

Leu

His

His

80

Leu

Asp

Gln

Ala

Glu

160

Asp

Glu
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Val

Gly

225

Thr

Asn

val

Leau

His

305

Asp

Trp

Leu

Met

Gly

210

Thr

Pro

Tyr

Phe

Val

290

Ala

Pro

Lys

Asp

Leu

195

Cys

Asp

Gly

Ile

Ile
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Leu

Tyr

Tyr

Ser

Gln
355

Asn

Ile

His

Ala

Gln

260

Gly

Asp

Phe

Asp

Leu

340

Glu

Trp

Met

Ile

Asp

245

Ser

Ala

Ser

Ala

Gln

325

Thr
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Met

Ala

Asp

230

Leu

Leu

Asn

Asp

Gln

310

Ser

Tyr

Met

His

Glu

215

Gln

Leu

Thr

Pro

Lys

295

Tyr

Phe

Asp

Glu

Tyr

200

Leu

Leu

Lys

Gln

Leu
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Arg

His
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Glu
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Leu
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Met
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val
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Thr

Leu
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Pro
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Thr

Pro
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Thr

Gly
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Ser
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Asp
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Leu
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Asp
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Thr
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Leu
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REIVINDICACIONES

1.Un compuesto de union de la MAP cinasa p38a que comprende la secuencia de aminoacidos
HKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 1) o que comprende una parte de dicha secuencia de amino&cidos de 10 o
mas aminodcidos contiguos, o que comprende una variante de dicha secuencia de aminoacidos o de dicha parte de
la misma en la que han sido alterados desde 1 hasta 2 aminoacidos, en donde en comparacion con las posiciones
en SEQ ID NO:1, la posicién 2 es K, la posicion 4 es R, la posicion 8 es |, la posicién 9 es F, la posicién 10 es Q, la
posicion 13 es My la posicion 16 es R.

2. Un compuesto segun la reivindicaciéon 1 que:
(i) tiene un peso molecular inferior a 25.000 déaltones; y/o
(i) es sustancialmente resistente a la digestién con proteasas.

3. Un compuesto segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 que consiste en la secuencia de aminoacidos
HKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQID NO:1) o una parte de dicha secuencia de aminoacidos de 10 o mas
aminoacidos contiguos, o una variante de dicha secuencia de aminoacidos o dicha parte de la misma en la que han
sido alterados desde 1 hasta 2 aminoé&cidos, en donde el compuesto se une a la MAP cinasa p38a.

4. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que consiste en la secuencia de
aminoacidos HKSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 1).

5. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, seleccionado del grupo que consiste en la
siguiente secuencia de aminoacidos: HKSRALLIFQKIMWLRR (SEQID NO:2), HKSRALLIFQKIMWLR
(SEQ ID NO: 3), HKSRALLIFQKIMWL (SEQ ID NO: 4), HKSRALLIFQKIMW (SEQ ID NO: 5),
KSRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 6), SRALLIFQKIMWLRRQ (SEQ ID NO: 7), SRALLIFQKIM (SEQ ID NO: 8),
SRALLIFQ (SEQ ID NO: 9), HALAIFQKIMW (SEQ ID NO: 10) o HKSRALAIFQKIMALRRQ (SEQ ID NO: 11).

6. Un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que contiene:
al menos un enlace no peptidico entre aminoacidos; y/o
al menos un resto de D-aminoacido.

7. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde:
se bloquea el resto del extremo N y/o C; y/o
el compuesto es un péptido unido a otro resto.

8. Una composicién que comprende un compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y uno o mas
compuestos terapéuticos adicionales, tales como compuestos antiinflamatorios, antiinfecciosos, tales como
antibacterianos, o antiproliferativos.

9. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una composicién segun la reivindicacién 8,
para su uso en medicina.

10. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
7, 0 una composicién segun la reivindicacion 8, y un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

11. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, 0 una composicién segun la reivindicacion 8,
para su uso en el tratamiento de una afeccién inflamatoria en un individuo.

12. Un método de identificacion de una molécula que se une a la MAP cinasa p38a, comprendiendo el método
determinar si la molécula se une a la MAP cinasa p38a en la misma posicion que un compuesto segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 se une a la MAP cinasa p38a, en donde el método comprende:

un ensayo de competicién bioquimica;
un ensayo basado en afinidad;
un ensayo inmunoenzimatico (ELISA); o

quimica computacional.
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Figura 2

Barrido de alanina: Log (Kmutante)-LOg(Kparentar)
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Figura 5
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