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DESCRIPCION

Uso de la proteina quinasa N beta.

La presente invencion estd relacionada con el uso de la proteina quinasa N beta. El uso de un 4cido nucleico que
codifica la proteina quinasa N beta, un método para el cribado de un agente que usa proteina quinasa N beta y el uso
de anticuerpos, aptémeros, spiegelmeros, oligonucledtidos antisentido, ribozimas y siARN dirigido en contra de ésta.

El desarrollo de farmacos modernos no depende ya de un enfoque mas o menos heuristico, sino que implica
tipicamente la elucidacién del mecanismo molecular que subyace en una enfermedad o un proceso, la identificacién de
las moléculas diana candidatas y la evaluacién de dichas moléculas diana. Una vez que dicha molécula diana validada,
a la que se denomina también en este documento como diana, estd disponible, pueden ensayarse candidatos a farmaco
dirigidos a ella. En muchos casos, dichos candidatos a firmaco son miembros de una biblioteca de compuestos que
puede consistir en compuestos sintéticos o naturales. También es comun el uso de bibliotecas de combinacién. A dichas
bibliotecas de compuestos también se las denomina en este documento como bibliotecas de compuestos candidatos.
Aunque en el pasado se ha probado que este enfoque tiene éxito, es todavia consumidor de tiempo y dinero. Diferentes
tecnologias se aplican actualmente para la identificacién de dianas y la validacion de dianas.

Aln, numerosos tumores y cdnceres son una gran amenaza para la salud humana. Para crear fArmacos mds seguros
y mas poderosos que tengan menos efectos secundarios, es necesario saber sobre las moléculas diana que, estando
dirigidas por compuestos apropiados, pueden estar especifica y selectivamente influidas en su actividad o presencia.
Por la preferible interaccion selectiva y especifica entre el compuesto, que puede ser un firmaco potencial o candidato,
y la diana, la funcién de la diana en una enfermedad o proceso enfermo tal como, por ejemplo, cancer, tumorigénesis
y metdstasis, puede estar influida y asi la enfermedad tratada o evitada y el proceso enfermo mejorado.

El problema subyacente en la presente invencion era, por lo tanto, proporcionar una diana que sea adecuada para
las propuestas terapéuticas en el tratamiento de tumorigénesis y cancer. Era un problema adicional subyacente en la
presente invencion el proporcionar una diana que esté implicada en la tumorigénesis y la metéstasis.

El problema subyacente en la presente invencion se resuelve por el contenido de las reivindicaciones independien-
tes anexas. Las realizaciones preferidas pueden tomarse de las reivindicaciones dependientes.

El problema subyacente en la presente invencién se resuelve mds especificamente en un primer aspecto por el uso
in vitro de la proteina quinasa N beta o un fragmento de la misma, por el cual dicho fragmento desarrolla los efectos
de la proteina quinasa N beta como una diana posterior de la ruta de la PI 3-quinasa, preferiblemente como una diana
de farmaco posterior de la ruta de la PI 3-quinasa.

El problema subyacente en la presente invencion se resuelve en un segundo aspecto por el uso in vitro de la proteina
quinasa N beta o un fragmento de la misma, por el cual dicho fragmento desarrolla los efectos de una proteina quinasa
N beta, una diana posterior de la ruta de la PI 3-quinasa en un proceso de cribado.

El problema subyacente en la presente invencion se resuelve en un tercer aspecto mediante el uso de la proteina
quinasa N beta o un fragmento de la misma, por el cual dicho fragmento desarrolla los efectos de la proteina quinasa
N beta, para la fabricacién de un agente diagnéstico para la diagnosis de una enfermedad, por lo cual la enfermedad se
selecciona del grupo que comprende cdnceres, cdnceres metastdticos y cualquier proceso patoldgico que implique la
ruta de la PI 3-quinasa, por lo cual dicho proceso patolégico consiste en cancer de endometrio, carcinomas colorrec-
tales, gliomas, adenocarcinomas, hiperplasias endometriales, sindrome de Cowden, carcinoma colorrectal hereditario
sin poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cdncer de mama-ovario, cancer de préstata, sindrome de Bannayan-Zonana,
LDD (sindrome de Lhermitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-hamartoma que incluyen la enfermedad de Cow
(CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones mucocutineas tales como triquilemomas, macro-
cefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, adenomas tiroideos, enfermedad fibroquistica de la
mama, gangliocitoma displasico cerebeloso, canceres de mama y tiroides y carcinoma de células grandes, carcinoma
de células pequeiias y carcinoma de células escamosas.

En una realizacién del uso segtn el primero del tercer aspecto de la presente invencion, la proteina quinasa N beta
tiene una secuencia de aminodcidos segtin la SEQ ID NO. 1 o segtin la entrada de la base de datos PID g7019489 o
entrada de la base de datos gi 7019489, o una parte o derivada de la misma.

El problema subyacente en la presente invencion se resuelve en un cuarto aspecto mediante el uso de un dcido
nucleico que codifica la proteina quinasa N beta, o un fragmento del mismo, por el cual dicho fragmento desarrolla
los efectos de la proteina quinasa N beta, para la fabricacién de un agente diagnéstico para la diagnosis de una enfer-
medad, por lo cual la enfermedad se selecciona del grupo que comprende cdnceres, cdnceres metastaticos y cualquier
proceso patoldgico que implique la ruta de la PI 3-quinasa, por lo cual dicho proceso patolégico consiste en cancer de
endometrio, carcinomas colorrectales, gliomas, adenocarcinomas, hiperplasias endometriales, sindrome de Cowden,
carcinoma colorrectal hereditario sin poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cidncer de mama-ovario, cancer de prdsta-
ta, sindrome de Bannayan-Zonana, LDD (sindrome de Lhermitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-hamartoma
que incluyen la enfermedad de Cow (CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones mucocutdneas
tales como triquilemomas, macrocefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, adenomas tiroideos,
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enfermedad fibroquistica de la mama, gangliocitoma displasico cerebeloso, cdnceres de mama y tiroides y carcinoma
de células grandes, carcinoma de células pequefias y carcinoma de células escamosas.

En una realizacion del uso segtin el cuarto aspecto de la presente invencion, la proteina quinasa N beta tiene una
secuencia de aminoécidos segin la SEQ ID NO. 1 o segtn la entrada de la base de datos PID g7019489 o la entrada
de la base de datos gi 7019489, o una parte o derivado de la misma.

En otra realizacién del uso segtin el cuarto aspecto de la presente invencion, el dcido nucleico es un acido nu-
cleico segtin la SEQ ID NO. 2 o segtin las entradas de la base de datos gi 7019488 o NM_01335, preferiblemente
NM_01335.1.

En otra realizacion del uso segun cualquiera de los aspectos de la presente invencion, la proteina quinasa N beta
estd codificada por un 4cido nucleico segin la SEQ ID NO. 2 o segtn las entradas de la base de datos gi 7019488 o
NM_01335, preferiblemente NM_01335.1.

En otra realizacion preferida del uso segin el cuarto aspecto de la presente invencidn, la secuencia del dcido
nucleico, salvo por la degeneracion del cédigo genético podria hibridar al sujeto de 4cido nucleico al cuarto aspecto
de la presente invencion.

En una realizacién adicional del uso segun cualquiera de los aspectos de la presente invencion, la secuencia de
dcido nucleico es una secuencia nucleica que hibrida bajo condiciones astringentes a la secuencia de dcido nucleico
o parte de la misma, segin la SEQ ID NO. 2 o segun las entradas de la base de datos gi 7019488 o NM_01335,
preferiblemente la NM_01335.1.

En una realizacién preferida del uso segin cualquier aspecto de la presente invencion, la enfermedad se caracte-
riza de manera que las células que estdn implicadas en dicha enfermedad, carecen de actividad PTEN, muestran un
comportamiento mas agresivo o son células de un tumor en fase tardia.

En una realizacién mds preferida del uso segtin el cuarto aspecto de la presente invencion, la enfermedad es un
tumor en fase tardia.

El problema subyacente en la presente invencion se resuelve en un quinto aspecto mediante un método para el
cribado de un agente para el tratamiento y/o prevencidon de una enfermedad y/o para la fabricacién de un agente
diagndéstico para la diagnosis de una enfermedad, por lo cual la enfermedad se selecciona del grupo que comprende
canceres, cadnceres metastaticos y cualquier proceso patoldgico que implica la ruta de la PI 3-quinasa que comprende
las etapas:

a) proporcionar un compuesto candidato,

b) proporcionar un sistema de expresion para la proteina quinasa N beta y/o un sistema de deteccion de la
actividad de la proteina quinasa N beta;

c) poner en contacto el compuesto candidato con el sistema de expresion para la proteina quinasa N beta y/o
el sistema de deteccién de actividad de la proteina quinasa N beta;

d) determinar si la expresién y/o la actividad de la proteina quinasa N beta se cambia bajo la influencia del
compuesto candidato.

En una realizacién del método segtin el cuarto aspecto de la presente invencion, el compuesto candidato estd
contenido en una biblioteca de compuestos.

En otra realizacién del método segtin el cuarto aspecto de la presente invencion, el compuesto candidato se seleccio-
na del grupo de clases de compuestos que comprenden péptidos, proteinas, anticuerpos, anticalinas, dcidos nucleicos
funcionales, compuestos naturales y moléculas pequefias.

En una realizacion preferida del método segtin el cuarto aspecto de la presente invencion, los dcidos nucleicos fun-
cionales se seleccionan del grupo que comprenden aptomeros, aptazimas, ribozimas, spiegelmeros, oligonucleétidos
antisentido y siARN.

En una realizacién preferida adicional del método segiin el quinto aspecto de la presente invencion, la proteina
quinasa N beta o el 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta son los descritos en conexién con cualquier
otro aspecto de la presente invencion.

El problema subyacente en la presente invencién se resuelve en un sexto aspecto y un séptimo aspecto mediante el
uso de un anticuerpo contra la proteina quinasa N beta o una parte de la misma que interactia con la proteina quinasa N
beta o una parte de la misma, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o prevencion de una enfer-
medad y/o para la fabricacién de un agente diagndstico para la diagnosis de una enfermedad, por lo cual la enfermedad
se selecciona del grupo que comprende cénceres, cadnceres metastaticos y cualquier proceso patoldgico que implica la
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ruta de la PI 3-quinasa, por lo cual dicho proceso patolégico consiste en cancer de endometrio, carcinomas colorrec-
tales, gliomas, adenocarcinomas, hiperplasias endometriales, sindrome de Cowden, carcinoma colorrectal hereditario
sin poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cdncer de mama-ovario, cancer de préstata, sindrome de Bannayan-Zonana,
LDD (sindrome Lhermitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-hamartoma que incluyen la enfermedad de Cow
(CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones mucocutineas tales como triquilemomas, macro-
cefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, adenomas tiroideos, enfermedad fibroquistica de la
mama, gangliocitoma displdsico cerebeloso, canceres de mama y tiroides y carcinoma de células grandes, carcinoma
de células pequefias y carcinoma de células escamosas.

El problema subyacente en la presente invencién se resuelve en un octavo, noveno y décimo aspecto mediante el
uso de un 4cido nucleico que interactiia con la proteina quinasa N beta o una parte de la misma, para el desarrollo o fa-
bricacién de un medicamento para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad, y para la fabricacién de un agente
diagndstico para la diagnosis de una enfermedad, por lo cual la enfermedad se selecciona del grupo que comprende
cénceres, canceres metastiticos y cualquier proceso patoldgico que implica la ruta de la PI 3-quinasa, por lo cual dicho
proceso patolégico consiste en cdncer de endometrio, carcinomas colorrectales, gliomas, adenocarcinomas, hiperpla-
sias endometriales, sindrome de Cowden, carcinoma colorrectal hereditario sin poliposis, sindrome de Li-Fraumene,
céncer de mama-ovario, cdncer de prostata, sindrome de Bannayan-Zonana, LDD (sindrome de Lhermitte-Duklos),
enfermedades de macrocefalia-hamartoma que incluyen la enfermedad de Cow (CD) y el sindrome de Bannayan-
Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones mucocutdneas tales como triquilemomas, macrocefalia, retraso mental, harmatomas
gastrointestinales, lipomas, adenomas tiroideos, enfermedad fibroquistica de la mama, gangliocitoma displdsico cere-
beloso, cdnceres de mama y tiroides y carcinoma de células grandes, carcinoma de células pequefas y carcinoma de
células escamosas y por lo cual el 4cido nucleico se selecciona del grupo que comprende aptémeros y spiegelmeros.

El problema subyacente en la presente invencién se resuelve en un aspecto undécimo, duodécimo y decimoter-
cero mediante el uso de un 4cido nucleico que interactda con un 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa N
beta o parte de la misma, para el desarrollo o fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o prevencion de
una enfermedad y/o para la fabricacién de un agente diagnéstico para la diagnosis de una enfermedad, por lo cual
la enfermedad se selecciona del grupo que comprende canceres, cdnceres metastiticos y cualquier proceso patold-
gico que implica la ruta de la PI3-quinasa, por lo cual dicho proceso patolégico consiste en cancer de endometrio,
carcinomas colorrectales, gliomas, adenocarcinomas, hiperplasias endometriales, sindrome de Cowden, carcinoma
colorrectal hereditario sin poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cdncer de mama-ovario, cancer de préstata, sindrome
de Bannayan-Zonana, LDD (sindrome de Lhermitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-hamartoma que incluyen
la enfermedad de Cow (CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones mucocutdneas tales como
triquilemomas, macrocefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, adenomas tiroideos, enfermedad
fibroquistica de la mama, gangliocitoma displdsico cerebeloso, cidnceres de mama y tiroides y carcinoma de células
grandes, carcinoma de células pequefias y carcinoma de células escamosas, por lo cual el 4cido nucleico que interactia
es un oligonucledtido antisentido, un ribozima y/o siARN.

En una realizacién adicional del uso segin el aspecto undécimo, duodécimo y decimotercero de la presente inven-
cion, el 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta o una parte o derivado de la misma, es el cADN, mARN
o hnARN.

En una realizacién del uso segtn el aspecto undécimo, duodécimo y decimotercero de la presente invencion, la
proteina quinasa N beta y/o el dcido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta es la descrita en conexién con
cualquier aspecto de la presente invencion.

El problema subyacente de la presente invencién se resuelve en un decimocuarto aspecto por un equipo para
la caracterizacién de una enfermedad o un proceso que se selecciona del grupo que comprende cénceres, cinceres
metastdticos y cualquier proceso patoldgico que implica la ruta de la PI-3 quinasa, que comprende al menos un agente
que se selecciona del grupo que comprende la proteina quinasa N beta o una parte de la misma, por lo cual dicha parte
desarrolla los efectos de la proteina quinasa N beta, anticuerpos especificos para la proteina quinasa N beta o una parte
de la misma, por lo cual dicha parte desarrolla los efectos de la proteina quinasa N beta, polipéptidos que interactiian
con la proteina quinasa N beta o una parte de la misma por lo cual dicha parte desarrolla los efectos de la proteina
quinasa N beta, polipéptidos que interactian con un 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta o parte de
la misma, 4cidos nucleicos que interactian con la proteina quinasa N beta o una parte de la misma, por lo cual dicha
parte desarrolla los efectos de la proteina quinasa N beta, dcidos nucleicos que interactiian con un 4cido nucleico que
codifica la proteina quinasa N beta o una parte de la misma, por lo cual dicha parte desarrolla los efectos de la proteina
quinasa N beta, y opcionalmente al menos otro compuesto.

Los actuales inventores han encontrado sorprendentemente que la proteina quinasa N beta, a la que también se
denomina en este documento como PKN beta, es una diana valiosa en conexioén con el cancer y los tumores. Mas
particularmente, los actuales inventores han descubierto que la proteina quinasa N beta es una diana posterior de la
ruta de la PI-3 quinasa/PTEN. Incluso mds sorprendentemente, los actuales inventores han descubierto que la proteina
quinasa N beta estd unida a la tumorigénesis y la metastasis. Particularmente, el dltimo efecto parece estar fuertemente
relacionado con la pérdida de la funcion supresora, mds particularmente la funcién supresora tumoral de PTEN. Como
se mostrara en los ejemplos, la proteina quinasa N beta estard sobre-regulada bajo condiciones donde el PTEN, que
es un inhibidor de la ruta de la PI-3 quinasa, no estd activo. Debido a la sobre-regulacién de la proteina quinasa N
beta, las células donde se da dicha sobre-regulacién, mostrardn un aumento en el comportamiento metastitico y el
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comportamiento migracional. Esto significa que un inhibidor de la proteina quinasa N beta es un medio adecuado para
controlar el comportamiento metastitico y migracional de las células y que es un medio adecuado para el tratamien-
to de tumores y cdnceres, mds particularmente de aquellos tumores y cdnceres que son metastdticos y cuyas células
muestran un comportamiento metastdtico y/o migracional al que se denomina generalmente en este documento como
“la enfermedad como se describe en este documento” o como “el proceso enfermo como se describe en este docu-
mento”. La enfermedad como se describe en este documento ademds del proceso enfermo como se describe en este
documento comprende también tumorigénesis y metdstasis. Esto se aplica particularmente a aquellas enfermedades
como se describe en este documento o aquellos procesos enfermos como se describe en este documento, donde las
células implicadas en dichas enfermedades o procesos enfermos son negativas en PTEN, lo que significa que el su-
presor tumoral PTEN no estd activo o tiene un nivel reducido de actividad. Las enfermedades también comprenden
aquellas enfermedades en que la ruta de PI 3-quinasa estd implicada en general. Ademads de los tumores metastaticos
en particular, la diabetes pertenece a esta clase de enfermedades y procesos enfermos, respectivamente. Por lo tanto,
las células, particularmente aquellas que estdn implicadas en la enfermedad o proceso enfermo como se describe en
este documento y que son negativas en PTEN, son susceptibles al tratamiento mediante un fairmaco cuyo modo de
accion es tal que reduce o elimina la actividad de la proteina quinasa N beta en las respectivas células implicadas.
Por consiguiente, los pacientes cuyos tumores estdn caracterizados por una ruta de PI 3-quinasa preferiblemente hi-
peractivada, que incluye aunque no se limita a, o bien a través de la amplificacién o mutacién de genes que codifican
componentes de la ruta de la PI 3-quinasa (p110, Akt) o son negativos en PTEN o quién tiene células que son negativas
en PTEN, particularmente si estas células estdn implicadas en la enfermedad como se describe en este documento o en
el proceso enfermo como se describe en este documento, pueden tratarse de forma ventajosa usando dichos farmacos.
Dicha reduccién en la actividad puede o bien provenir de una reduccién al nivel de la transcripcion o al nivel de la
translacién, es decir, la actividad enzimatica de la proteina quinasa N beta. Sin desear estar atado por ninguna teorfa,
el ultimo aspecto, es decir, la modificacién de la actividad de la proteina quinasa N beta, es también un resultado de
un entendimiento de los inventores en relacién a las caracteristicas de la PKNbeta, a saber, que la actividad enzimatica
de la PKNbeta puede ademads estar regulada en exceso o en defecto, mds preferiblemente estar regulada en defecto.

Un grupo adicional de pacientes que puede ser tratado de forma ventajosa usando dichos farmacos son aquellos
que sufren de cdnceres que tienen una alta incidencia por pérdida de la funcién PTEN, especialmente en tumores
en fase tardia (Cantley, L.C. y Neel. B.G. (1999). New insights into tumor suppression: PTEN suppresses tumor
formation by restraining the phosphoinositide 3-kinase/AKT pathway. Proc Natl Acad Sci U S A 96, 4240-4245;
Ali, L.U. (2000). Gatekeeper for endometrium: the PTEN tumor suppressor gene. J Natl Cancer Inst 92, 861-863).
La pérdida de PTEN se correlaciona con el comportamiento agresivo e invasivo aumentado de las respectivas células
tumorales. Por esto, en realizaciones preferidas de la presente invencion los agentes diagndsticos que ademds pueden
usarse como herramientas o medios analiticos en conexién con los diversos aspectos de la presente invencién, y los
agentes terapéuticos, respectivamente, dirigidos a la proteina quinasa N beta o dcidos nucleicos que la codifican,
pueden usarse por lo tanto para cualquier tumor con tal que se encuentre el pre-requisito mencionado anteriormente, a
saber, que PTEN se correlacione con comportamiento agresivo e invasivo aumentado.

Esta clase de farmaco puede disefiarse, cribarse o fabricarse en base a la descripcién dada en este documento, a
saber, que la proteina quinasa N beta es una diana del farmaco posterior y que la proteina quinasa N beta es una diana
para la tumorigénesis y metdstasis y enfermedades relacionadas con ellas o que surgen de las mismas.

Por la implicacién de la proteina quinasa N beta en los mecanismos como se esboza anteriormente, también puede
usarse como un marcador para diagnosticar el estado de una célula o paciente que tiene en su cuerpo dicha clase
de células, si sufrird metastasis y tumorigénesis, respectivamente. Como un ejemplo de que esta clase de propuesta
funciona y es aplicable para este propésito, es, por ejemplo, ICAM-1. ICAM-1 se usa en el prondstico de cdnceres
gdastricos que sufren metdstasis (Maruo Y, Gochi A, Kaihara A, Shimamura H, Yamada T, Tanaka N, Orita K. Int
J Cancer. 1 de Agosto de 2002; 100(4):486-490) donde se encontré que los niveles de s-ICAM-1 eran elevados en
pacientes con metdstasis en el higado. En otro ejemplo se usa osteopontina como un marcador de prondstico para el
cancer de mama (Rudland PS, Platt-Higgins A, El-Tanani M, De Silva Rudland S, Barraclough R, Winstanley JH,
Howitt R, West CR. Cancer Res. 15 de Junio de 2002; 62(12):3417-3427). En la medida en que la presencia o el nivel
de presencia (proteina 0o mARN) o el nivel de actividad de la proteina quinasa N beta pueda usarse como un marcador
y cualquier compuesto que interactia mas o menos especificamente con la proteina quinasa N beta, serd por lo tanto
un agente de diagndstico apropiado.

Meétodos y principios de disefio para fairmacos y agentes diagndsticos que en cualquier caso interactiian especifica
y/o selectivamente con la proteina quinasa N beta, se describiran en lo siguiente.

A la luz de estos descubrimientos, la quinasa N beta prueba que es una diana de formaco posterior adecuada que
permite la modulacion selectiva de solo algunos aspectos que se relacionan tipicamente con la ruta de la PI-3 quinasa,
a saber, metdstasis y migracion, y una propuesta diagndstica selectiva y especifica, es decir, deteccién, de procesos
tipicamente relacionados con la ruta de la PI 3-quinasa, mds particularmente metdstasis y migracion.

La ruta de la PI 3-quinasa se caracteriza por una actividad de PI 3-quinasa sobre la induccién del factor de creci-
miento y una ruta de sefializacion paralela. La estimulacion del factor de crecimiento de células lleva a la activacién de
sus receptores cognados en la membrana celular que sucesivamente se asocian con y activan las moléculas de sefializa-
cion intracelular tal como PI 3-quinasa. La activacion de la PI 3-quinasa (que consiste en una subunidad regulatoria p85
y una catalitica p110) da por resultado la activacién de Akt por fosforilacién, soportando asi las respuestas celulares

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319894 T3

tales como proliferacion, supervivencia o migracién mas abajo. PTEN es asi un supresor tumoral que estd implicado
en la ruta de la fosfatidilinositol (PI) 3-quinasa y que se ha estudiado extensamente en el pasado por su papel en la
regulacion del crecimiento y transformacion celular (para revisiones véase, Stein, R.C. y Waterfield, M.D. (2000). PI3-
kinase inhibition: a target for drug development? Mol Med Today 6, 347-357; Vazquez, F y Sellers, W.R. (2000). The
PTEN tumor suppressor protein: an antagonist of phosphoinositide 3-kinase signalling. Biochim Biophys Acta 1470,
M21-35; Roymans, D. y Slegers, H. (2001). Phosphatidylinositol 3-kinases in tumor progression. Eur. J Biochem 268,
487-498). El supresor tumoral PTEN funciona como un regulador negativo de la PI 3-quinasa revirtiendo la reaccién
catalizada por PI 3-quinasa y asegurando asi que la activacion de la ruta se da de una forma transitoria y controlada. La
hiperactivacion crénica de la sefializacion de la PI 3-quinasa estd provocada por la inactivacion funcional de PTEN. La
actividad de la PI 3-quinasa puede bloquearse por adicién del inhibidor de molécula pequefia LY294002. La actividad
y las respuestas posteriores de la quinasa de sefializacion MEK que actiia en una ruta paralela, puede por ejemplo,
inhibirse mediante el inhibidor de molécula pequefia PD98059.

Una activacion crénica de la ruta de la PI 3-quinasa a través de la pérdida de la funcién PTEN es un contribuyente
principal a la tumorigénesis y metdstasis que indica que este supresor tumoral representa un control importante para
una proliferacion celular controlada. Las células con desactivaciéon de PTEN muestran caracteristicas similares a las
células en que la ruta de la PI 3-quinasa se ha inducido de forma crénica por medio de formas activadas de PI 3-
quinasa (Di Cristofano, A., Pesce, B., Cordon-Cardo, C., y Pandolfi, P.P. (1998). PTEN is essential for embryonic
development and tumour suppresion. Nat Genet 19, 348-355. Klippel, A., Escobedo, M. A., Wachowicz, M.S., Apell,
G., Brown, T.W., Giedlin, M.A., kavanaugh, W.M. y Williams, L.T. (1998). Activation of phosphatidylinositol 3-
kinase is sufficient for cell cycle entry and promotes cellular changes characteristic of oncogenic transformation. Mol
Cell Biol 18, 5699-5711. Kobayashi, M., Nagata, S., Iwasaki, T., Yanagihara, K., Saitoh, 1., Karouji, Y., Ihara, S. y
Fukui, Y. (1999). Dedifferentiation of adenocarcinomas by activation of phosphatidylinositol 3-kinase. Proc Natl Acad
Sci U S A 96, 4874-4879).

El PTEN estd implicado en diversas rutas a las que también se las denomina como rutas relacionadas con PTEN tal
como la ruta PI3K/PTEN, la ruta Akt, el bucle autocrino relacionado con EGF y la ruta mTOR. Una ruta PI3-quinasa
es, de hecho, cualquier ruta que implica la PI 3-quinasa, o bien directa o indirectamente. La PI 3-quinasa puede actuar
o bien como un inhibidor o como un activador en dicha ruta, o puede regularse como tal por otros elementos de la ruta.

Hay abundancia de técnicas anteriores que describen enfermedades y procesos que implican la ruta de la PI 3-qui-
nasa. Cualquiera de estos procesos y enfermedades puede asi estar tratados por los métodos inventivos y los farmacos
y agentes diagndsticos cuyo diseflo, cribado o fabricacion se ensefia en este documento. Por razones de ilustracién
aunque no limitacién, se refiere a lo siguiente: cdncer de endometrio, carcinomas colorrectales, gliomas, cinceres
endometriales, adenocarcinomas, hiperplasias endometriales, sindrome de Cowden, carcinoma colorrectal hereditario
sin poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cancer de mama-ovario, cancer de prostata (Ali, I.U., Journal of the National
Cancer Institute, Vol. 92, nim. 11, 7 de Junio de 2000, pagina 861-863), sindrome de Bannayan-Zonana, LDD (sindro-
me de Lhermitte-Duklos) (Macleod, K., supra), enfermedades de macrocefalia-hamartoma que incluyen la enfermedad
de Cow (CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones mucocutdneas (por ejemplo triquilemomas),
macrocefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, adenomas tiroideos, enfermedad fibroquistica
de la mama, gangliocitoma displédsico cerebeloso y cdnceres de mama y tiroides (Vazquez, F., Sellers, W.R., supra).

En vista de esto, la proteina quinasa N beta es una valiosa diana de fairmaco posterior de la ruta de la PI 3-quinasa
que puede tratarse por fairmacos que tendran menos efectos secundarios que otros farmacos dirigidos a dianas anterio-
res de proteina quinasa N beta. En este grado, la presente invencidn proporciona una diana de fairmaco que es adecuada
para el disefio, cribado, desarrollo y fabricacién de compuestos farmacéuticamente activos que son mds selectivos que
aquellos conocidos en la técnica, tal como, por ejemplo, LY 294002. Teniendo el control sobre esta fraccion particular
de las moléculas inductoras, es decir, la proteina quinasa N beta o cualquier molécula posterior adicional implicada
en la ruta, solo un nimero muy limitado de ramificaciones paralelas de la misma o dianas anteriores adicionales en la
cascada de sefializacion, es probable que provoquen efectos indeseados. Por lo tanto, las otras actividades de la ruta de
PI 3-quinasa/PTEN relacionadas con el ciclo celular, reparacién de ADN, apoptosis, transporte de glucosa, translacion,
no estaran influidas. Ademas, la sefializacion de insulina no estd inducida, lo que significa que las respuestas diabéticas
u otros efectos secundarios observados en conexion con el uso de L.Y294002 se evitan realmente. E1 LY294002 (2-(4-
morfolinil)8-fenil-cromona) es uno de varios inhibidores de moléculas pequefias derivados de cromona desarrollados
por Lilly Research Laboratories (Indiandpolis) como un inhibidor para la PI-3K (Vlahos et al. 1994, JBC 269, 5241-
5248). Dirige su subunidad catalitica de la molécula PI-3K, p110 y funciona compitiendo con el ADP enlazando en el
centro catalitico. Sin embargo, LY294002 no puede distinguir entre diferentes isoformas de p110 (alfa, beta, gamma,
delta) que se sugiere que tienen diferentes funciones celulares.

La protefna quinasa N beta es también mdas posterior a mTOR que se trata por rapamicina. mMTOR (Diana De
Rapamicina en mamiferos), conocido también como Raft o FRAP, actia después de la PI 3-quinasa para regular los
procesos tales como la entrada dependiente de pp70S6-quinasa en el ciclo celular. mTOR actia como un sensor para
que la disponibilidad del factor de crecimiento y nutriente controle la translacion a través de la activacion de pp70S6-
quinasa y el factor de iniciacién 4E. La funcién de mTOR se inhibe por el macrélido bacteriano rapamicina que
bloquea el crecimiento de las células T y ciertas células tumorales (Kuruvilla y Schreiber 1999, Chemistry & Biology
6, R129-R136).
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El hecho de que la rapamicina y sus derivados sean farmacos adecuados que se usan habitualmente en la clinica
prueba que una diana de firmaco es la mds util y tiene los menores efectos secundarios, es la mds especifica para
un mecanismo molecular particular como, por ejemplo, se demuestra por Yu et al., (Yu, K. ef al. (2001) Endocrine-
RelatCanc 8, 249).

La proteina quinasa N beta es un miembro de la familia de proteina quinasa C, todas las cuales se dice que son
proteina-serina/treonina quinasas. Tipicamente, esta clase de proteina quinasa comprende una subunidad regulatoria y
una catalitica y usa iones calcio y fosfolipidos como co-factores. Los diacil-gliceroles actian como activadores de esta
clase de familia de proteina quinasa. Los miembros de la familia de proteina quinasa C estdn implicados en varias rutas
de sefializacién unidas a hormonas o neurotransmisores. Estas proteina-quinasas regulan la actividad de sus proteinas
diana por fosforilacién. Se sabe en la técnica que la activacidon continuada no fisioldgica de la proteina quinasa C da
por resultado el fenotipo celular transformado que puede llevar a la generacién de cancer.

La secuencia completa de la proteina quinasa N beta como mARN esta disponible en las bases de datos, por ejem-
plo, bajo los nimeros de acceso gi 7019488 o NM_013355. Usando el cédigo genético, la secuencia particular de
aminodcidos puede deducirse a partir de este mARN. Ademads, la secuencia de aminodcidos de la proteina quinasa
N beta estd disponible en las bases de datos bajo el nimero de acceso gi 7019489 o NP_037487.1. Esta dentro de la
presente invencion que derivados o versiones truncadas de la misma puedan usarse segtn la presente invencién mien-
tras los efectos deseados puedan llevarse a cabo. La extension de derivacion y truncado puede asi determinarse por
un experto en la técnica por andlisis rutinario. Cuando llega a secuencias de dcido nucleico, esas secuencias de dcido
nucleico también estdn comprendidas por el término secuencias de acido nucleico que codifican la proteina quinasa N
beta que se hibridan al 4cido nucleico especificado por los niimeros de acceso mencionados anteriormente o cualquier
secuencia de 4cido nucleico que pueda derivarse de las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente. Dicha
hibridacién se conoce por el experto en la técnica. Las particularidades de dicha hibridacién pueden tomarse de Sam-
brook, J. Fritsch, E.F. y Maniats, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* ed. Cold Spring Harbor: Cold
Spring Harbor Laboratory. En una realizacién preferida, la hibridacién es una hibridacién bajo condiciones astringen-
tes. Ademas, un acido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta es también una secuencia de acido nucleico
que es homologa a cualquiera de las secuencias de dcido nucleico mencionadas anteriormente, por lo cual el grado de
homologia es preferiblemente 75, 80, 85, 90 0 95%. Referencias adicionales relacionadas a la proteina quinasa N beta
son, entre otras, Shibata H. et al., J. Biochem. (Tokio) Julio de 2001; 130(1):23-31; Dong, LQ, Proc Natl Akad Scie
USA, 9 de Mayo de 2000; 97(10):5089-5094; y Oishi, K., Biochem Biophys Res Commun. 11 de Agosto de 1999;
261(3):808-814.

Pueden encontrarse homodlogos a la proteina quinasa N beta humana, entre otros, en M. musculus, R. norvegicus,
A. thaliana, C. elegans, D. melanogaster y S. cerevisiae. El porcentaje de identidad y longitud de la regién alineada
es 67% y 279 aminodcidos, 51% y 866 aminoécidos, 38% y 305 aminodcidos, 36% y 861 aminodacidos, 63% y 296
aminodcidos y 44% y 362 aminoécidos respectivamente, para las diversas especies mencionadas anteriormente. Se
sabrd por los expertos en la técnica que cualquiera de estos u otros homélogos serdn adecuados en principio para
la practica de la presente invencion a menos que el farmaco o agente diagndstico generado usando dicho homdlogo
pueda atn interactuar con la proteina quinasa N beta humana o cualquier otra proteina quinasa N beta prevista.

La secuencia humana de aminoacidos puede tomarse también de ProtEST, niimero de acceso pir: JC7083, donde a
la respectiva protefna quinasa N beta se la denomina como proteina quinasa JC7083. El gen para la proteina quinasa N
beta humana estd localizado en el cromosoma humano nimero 9. Las fuentes de cADN para la proteina quinasa N beta
son en general un ndmero de cinceres y diversos tejidos fetales o embrionarios, més particularmente, entre otros, de
estdmago, adenocarcinoma, cerebro, mama, linfoma de Burkitt, cuello del ttero, condrosarcoma, colon, ojos fetales,
lentes fetales, segmento anterior del ojo fetal, nervio dptico fetal, retina fetal, fovea de retina fetal, coroides fetal, ma-
cular fetal, fibroteoma, linea germinal, cuello ancho, corazén, rifién, carcinoma de células grandes, leiomiosarcoma,
condrosarcoma metastatico, ovario, paratiroide, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de células pequefias,
carcinoma de células escamosas, testiculo y ttero. De esta lista, es obvio que el firmaco al que también se denomina
en este documento como un medicamento, y el agente diagndstico, que incluye un agente de formacién de etapas, es
decir, un agente que puede usarse para diferenciar el estado de un paciente con respecto a la etapa de una enfermedad
de la que puede sufrir, ademds de para monitorizar la eficacia de un tratamiento aplicado a un paciente, respectivamen-
te, que se disefa, criba o fabrica segun la ensefianza técnica dada en este documento, puede ademds de en cualquiera
de las otras enfermedades como se describen en este documento y los procesos enfermos como se describen en este
documento, usarse también para el tratamiento, prevencion, diagnosis, prondstico y monitorizacion de estas enferme-
dades o cualquier enfermedad que implica las células, tejidos u érganos especificos. Estas enfermedades y procesos
enfermos también estardn comprendidos por el término “enfermedad como se describe en este documento”.

En vista de los sorprendentes descubrimientos descritos en este documento, la proteina quinasa N beta como tal
puede usarse para la fabricacién de un agente diagndstico.

La proteina quinasa N beta puede usarse como el compuesto contra el que se dirigen los compuestos quimicos
que pueden usarse como farmacos o candidatos a formaco o como agentes diagndsticos. Estos compuestos quimicos
pertenecen a diferentes clases de compuestos tales como anticuerpos, péptidos, anticalinas, aptémeros, spiegelmeros,
ribozimas, oligonucleédtidos antisentido y siARN ademds de moléculas pequefias. Los compuestos se disefian, selec-
cionan, criban, generan y/o fabrican usando o bien la proteina quinasa N beta en si misma como una entidad fisica
o quimica, o informacién relacionada con la proteina quinasa N beta. En el proceso de disefio, seleccion, cribado,
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generacion y/o fabricacién de dichas clases de compuestos, también se denominard a la proteina quinasa N beta como
la diana que se usa en el proceso més que en la aplicacion final del respectivo compuesto a un paciente que lo necesita.
En los procesos que proporcionan las diversas clases de compuestos, pueden usarse o bien la proteina quinasa N beta,
también denominada en este documento como proteina quinasa N beta o un dcido nucleico que codifica la proteina
quinasa N beta. El término proteina quinasa N beta como se usa en este documento comprende cualquier fragmento o
derivado de la proteina quinasa N beta que permite el disefio, seleccion, cribado, generacion y/o fabricacion de dichas
clases de compuestos de la(s) respectiva(s) clase(s) de compuestos que sucesivamente estan/estd en sus/su aplicacién
como un medicamento o como un agente diagnéstico activo como tal. El término acido nucleico que codifica la pro-
tefna quinasa N beta como se usa en este documento, comprenderd cualquier dcido nucleico que contiene un acido
nucleico que codifica la proteina quinasa N beta como se define anteriormente, o una parte de la misma. Una parte
de un 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta se considera como tal mientras sea atin adecuada para el
disefio, seleccion, cribado, generacion y/o fabricacidn de dichas clases de compuestos que sucesivamente estan/esta
en sus/su aplicaciéon como un medicamento o como un agente diagndstico activo como tal. El 4cido nucleico que co-
difica la proteina quinasa N beta puede ser 4dcido nucleico genémico, hnARN, mARN, cADN o parte de cada uno de
ellos.

Estd dentro de la presente invencion que medios o compuestos diferentes de la proteina quinasa N beta o una se-
cuencia de dcido nucleico de ésta pueden usarse para crear o suprimir los efectos que surgen de la proteina quinasa N
beta o del 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta. Dichos medios pueden determinarse o seleccionarse
en un método de cribado. En dicho método de cribado, una primera etapa es proporcionar uno o varios de los llamados
compuestos candidato. Los compuestos candidato como se usan en este documento son compuestos cuya idoneidad
se va a ensayar en un sistema de ensayo para tratar o aliviar las diversas enfermedades como se describen en este
documento y procesos enfermos como se describen en este documento, o van a usarse como un medio o agente diag-
néstico para esta clase de enfermedades o procesos enfermos. Si un compuesto candidato muestra un respectivo efecto
en un sistema de ensayo, dicho compuesto candidato es un medio o agente adecuado para el tratamiento de dichas
enfermedades o procesos enfermos y, en principio, ademds un agente diagndstico adecuado para dichas enfermedades
y procesos enfermos. En una segunda etapa, el compuesto candidato se pone en contacto con un sistema de expresién
de proteina quinasa N beta o un producto génico de proteina quinasa N beta, preferiblemente un producto de expresion
génica respectivo, tal como un hnARN o mARN, o un sistema de actividad de proteina quinasa N beta o una proteina
quinasa N beta. Al sistema de actividad de la proteina quinasa N beta también se le denomina en este documento como
y/o es también preferiblemente activo en el significado de un sistema que detecta la actividad de la proteina quinasa N
beta.

Un sistema de expresion de la proteina quinasa N beta es bdsicamente un sistema de expresion que muestra o
expone la expresion de la proteina quinasa N beta, por lo cual la extensién o nivel de expresién basicamente puede
cambiarse. Preferiblemente, un sistema de actividad de una proteina quinasa N beta es esencialmente un sistema de
expresion por el cual se mide la actividad o condicién de actividad méas que la expresion de la proteina quinasa N beta.
De manera alternativa, un sistema de actividad de una proteina quinasa N beta es una proteina quinasa N beta cuya
actividad puede medirse o un sistema que proporciona o comprende una proteina quinasa N beta. En cualquiera de
estos sistemas se ensaya si bajo la influencia de un compuesto candidato la actividad de la proteina quinasa N beta
o del dcido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta es diferente de la situacion sin el compuesto candidato.
Sin importar si el sistema particular es o bien un sistema de expresién o un sistema de actividad, estd en el alcance
de la presente invencion que puede darse y puede medirse o bien un aumento o una disminucién de la actividad y la
expresion, respectivamente. Tipicamente, el sistema de expresion y/o sistema de actividad es una reaccién in vitro, tal
como un extracto celular o una fraccion del extracto celular tal como un extracto nuclear. Un sistema de expresion de
la proteina quinasa N beta como se usa en este documento, puede ser también una célula, preferiblemente una célula
de un tejido u 6rgano implicado en las enfermedades como se describen en este documento y procesos enfermos como
se describen en este documento.

Si hay un aumento o disminucién en el sistema de actividad o sistema de expresion, puede determinarse en cada
nivel de la expresién, por ejemplo midiendo el aumento o disminucién de la cantidad de 4cido nucleico que codifica
la proteina quinasa N beta, mds particularmente mARN, o el aumento o disminucién de la proteina quinasa N beta
expresada bajo la influencia del compuesto candidato. Las técnicas necesarias para la medida, mas particularmente la
medida cuantitativa de este tipo de cambios, tal como para el mARN o la proteina, se conocen por el experto en la
técnica. Son también conocidos por el experto en la técnica los métodos para determinar la cantidad de o contenido de
proteina quinasa N beta, por ejemplo, mediante el uso de anticuerpos apropiados. Los anticuerpos pueden generarse
como sabe el experto en la técnica y se describe, por ejemplo, por Harlow, E., y Lane, D., “Antibodies: A Laboratory
Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1988).

En el caso de un sistema de expresion de proteina quinasa N beta, un aumento o disminucién de la actividad de la
proteina quinasa N beta puede determinarse, preferiblemente en un ensayo funcional.

Poner en contacto el compuesto candidato y el sistema de expresion y el sistema de actividad, respectivamente,
se lleva a cabo normalmente afiadiendo una disolucién acuosa del compuesto candidato a un respectivo sistema de
reaccioén al que se denomina generalmente en este documento como sistema de ensayo. Ademds de disoluciones
acuosas, también pueden usarse suspensiones o disoluciones del compuesto candidato en disolventes orgdnicos. La
disolucién acuosa es preferiblemente una disolucién tampén.
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Preferiblemente, en cada marcha que usa el sistema de expresion y el sistema de actividad, respectivamente, solo
se usa un dnico compuesto candidato. Sin embargo, también estd dentro de la presente invencidn que varias de estas
clases de ensayos se lleven a cabo en paralelo en un sistema de alto rendimiento.

Una etapa adicional en el método segiin la presente invencién radica en determinar si bajo la influencia del com-
puesto candidato la expresion o actividad del sistema de expresion y del sistema de actividad, respectivamente, en
relacion a la proteina quinasa N beta o un 4cido nucleico que la codifica, por lo tanto se cambia. Tipicamente esto
se hace comparando la reaccion del sistema en la adicién del compuesto candidato respecto a uno sin adicién del
compuesto candidato. Preferiblemente, el compuesto candidato es un miembro de una biblioteca de compuestos.

Basicamente, cualquier biblioteca de compuestos es adecuada para el propdsito de esta invencion a pesar de la clase
de compuestos. Bibliotecas adecuadas de compuestos son, entre otras, bibliotecas compuestas de pequefias molécu-
las, de péptidos, proteinas, anticuerpos, anticalinas y dcidos nucleicos funcionales. Los dltimos compuestos pueden
generarse como sabe un experto en la técnica y se esboza en este documento.

La fabricacion de un anticuerpo especifico para la proteina de proteina quinasa N beta o para el 4cido nucleico que
codifica la proteina quinasa N beta, se conoce por un experto en la técnica y, por ejemplo, se describe en Harlow, E., y
Lane, D., “Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1988). Pre-
feriblemente, pueden usarse anticuerpos monoclonales en conexion con la presente invencidn, que pueden fabricarse
segun el protocolo de Cesar y Milstein y desarrollos adicionales basados en él. Los anticuerpos como se usan en este
documento, incluyen, aunque no estdn limitados a, anticuerpos completos, fragmentos o derivados de anticuerpo tales
como fragmentos Fab, fragmentos Fc y anticuerpos de una sola hebra, mientras sean adecuados y capaces de enlazar
con la proteina quinasa N beta. Aparte de los anticuerpos monoclonales, también pueden usarse y/o generarse anti-
cuerpos policlonales. La generacion de anticuerpos policlonales también se conoce por un experto en la técnica y, por
ejemplo, se describe en Harlow, E., y Lane, D., “Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, NY (1988). Preferiblemente, los anticuerpos usados para propdsitos terapéuticos son anticuerpos
humanizados o humanos como se define anteriormente.

Los anticuerpos que pueden usarse segiin la presente invencién pueden tener uno o varios marcadores o etiquetas.
Dichos marcadores o etiquetas pueden ser ttiles para detectar el anticuerpo o bien en su aplicacion diagndstica o en su
aplicacion terapéutica. Preferiblemente los marcadores y etiquetas se seleccionan del grupo que comprende avidina,
estreptavidina, biotina, oro y fluoresceina y se usan, por ejemplo, en métodos ELISA. Estos y otros marcadores ademds
de métodos se describen, por ejemplo en Harlow, E., y Lane, D., “Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1998).

También estd dentro de la presente invencion que la etiqueta o marcador muestre una funcién adicional aparte de
la deteccidn, tal como la interaccién con otras moléculas. Dicha interaccién puede ser, por ejemplo, la interaccién
especifica con otros compuestos. Estos otros compuestos pueden ser o bien aquellos inherentes al sistema donde se
usa el anticuerpo tal como el cuerpo humano o animal, o la muestra que se analiza usando el respectivo anticuerpo.
Los marcadores apropiados pueden ser, por ejemplo, biotina o fluoresceina con asociados de interaccidn especifica de
los mismos como avidina y estreptavidina y similares, estando presente en el respectivo compuesto o estructura para
interactuar con el anticuerpo asi marcado o etiquetado.

Una clase adicional de medicamentos ademds de agentes diagnésticos que pueden generarse usando la proteina
de la proteina quinasa N beta o el 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa beta, son péptidos que se enlazan
a ella. Dichos péptidos pueden generarse usando métodos segtn el estado de la técnica tal como la expresion en
fago. Basicamente, se genera una biblioteca de péptidos, tal como en forma de fagos, y esta clase de bibliotecas se
pone en contacto con la molécula diana, en el presente caso, por ejemplo, la proteina quinasa N beta. Esos péptidos
enlazados a la molécula diana se eliminan posteriormente, preferiblemente como un complejo con la molécula diana,
de la respectiva reaccion. Es sabido por un experto en la técnica que las caracteristicas de enlace, al menos a una cierta
extension, dependen del sistema experimental particularmente realizado tal como la concentracién de sal y similares.
Después de separar esos péptidos enlazados a la molécula diana con una mayor afinidad o una mayor fuerza, de los
miembros no enlazantes de la biblioteca, y opcionalmente también después de la eliminacién de la molécula diana
del complejo de la molécula diana y péptido, el(los) respectivo(s) péptido(s) puede(n) caracterizarse posteriormente.
Antes de la caracterizacion se realiza opcionalmente una etapa de amplificacién tal como, por ejemplo, propagando
el péptido que codifica los fagos. La caracterizacion comprende preferiblemente la secuenciacion de la diana que
enlaza a los péptidos. Basicamente, los péptidos no estdn limitados en sus longitudes, sin embargo, preferiblemente
los péptidos que tienen unas longitudes de aproximadamente 8 a 20 aminoécidos se obtienen preferiblemente en los
respectivos métodos. El tamafio de las bibliotecas puede ser aproximadamente de 10? a 108, preferiblemente de 10® a
10" péptidos diferentes, sin embargo, no estd limitado a esto.

Una forma particular de diana que enlaza polipéptidos son las llamadas “anticalinas” que estdn descritos, entre
otros, en la Solicitud de Patente Alemana DE 197 42 706.

Segtn la presente invencidn, la proteina de la proteina quinasa N beta ademds del 4cido nucleico que codifica
la proteina quinasa N beta puede usarse como la diana para la fabricacién o desarrollo de un medicamento para el
tratamiento de las enfermedades descritas en este documento y de los procesos enfermos descritos en este documento,
ademds de para la fabricacion y/o desarrollo de medios para la diagnosis de dichas enfermedades y dichos procesos,
en un proceso de cribado, por lo cual se usan en el proceso de cribado moléculas pequefias o bibliotecas de moléculas
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pequeiias. Este cribado comprende la etapa de puesta en contacto de la molécula diana con una tinica molécula peque-
fia o una variedad de moléculas pequenas a la vez o posteriormente, preferiblemente aquellas de la biblioteca como
se especifica anteriormente, e identificacion de esas moléculas pequefias o miembros de la biblioteca que enlazan a
las moléculas diana que, si se criban en conexion con otras moléculas pequefias pueden separarse de las moléculas
pequefias que no enlazan o no interactian. Se conocera que el enlace y el no enlace pueden influirse fuertemente por el
sistema experimental particular. En la modificacion de la astringencia de los parametros de reaccion es posible variar
el grado de enlace y no enlace que permite una operacion de ajuste de este proceso de cribado. Preferiblemente, des-
pués de la identificacién de una o varias moléculas pequefias que interactian especificamente con la molécula diana,
esta molécula puede caracterizarse adicionalmente. Esta caracterizacién adicional puede radicar en, por ejemplo, la
identificacién de la molécula pequefia y la determinacién de su estructura molecular y caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas y/o médicas adicionales. Preferiblemente, los compuestos naturales tienen un peso molecular de aproxima-
damente 100 a 1000 Da. También preferiblemente, las moléculas pequefias son aquellas que cumplen con las reglas
de Lepinsky de cinco conocidas por los expertos en la técnica. De manera alternativa, las moléculas pequefias pueden
definirse también de manera que sean moléculas pequefias sintéticas, preferiblemente que surgen de la quimica com-
binatoria, en contraste con los productos naturales que son preferiblemente no sintéticos. Sin embargo, tiene que ano-
tarse que estas definiciones son solo subsidiarias del entendimiento general de los respectivos términos en la técnica.

También esté dentro de la presente invencién el uso de la proteina quinasa N beta y/o un 4cido nucleico que codifica
la proteina quinasa N beta como una molécula diana para la fabricacién o seleccién de aptomeros y spiegelmeros que
pueden usarse entonces directa o indirectamente o bien como medicamento o como agentes diagndsticos.

Los aptémeros son acidos D-nucleicos que o bien tienen una sola hebra o tienen una doble hebra y que inter-
actdan especificamente con una molécula diana. La fabricacién o seleccion de aptémeros se describe, por ejemplo,
en la patente Europea EP 0 533 838. Bdsicamente, se realizan las siguientes etapas. Primero, una mezcla de dcidos
nucleicos, es decir, aptomeros potenciales, se proporciona, por lo cual cada dcido nucleico comprende tipicamente
un segmento de varios, preferiblemente al menos ocho nucledtidos posteriormente distribuidos al azar. Esta mezcla
se pone en contacto posteriormente con la molécula diana por lo cual el(los) dcido(s) nucleico(s) se enlaza(n) a la
molécula diana, tal como en base a una afinidad aumentada hacia la diana o con una mayor fuerza hacia ella, en com-
paracién con la mezcla candidata. El(los) 4cido(s) nucleico(s) de enlace se separa(n) posteriormente del resto de la
mezcla. Opcionalmente, el(los) dcido(s) nucleico(s) asi obtenido(s) se amplifica(n) usando, por ejemplo, la reaccién
de la cadena polimerasa. Estas etapas pueden repetirse varias veces dando al final una mezcla que tiene una relacién
aumentada de 4cidos nucleicos que enlazan especificamente a la diana de la que se selecciona entonces opcionalmente
el 4cido nucleico final que se enlaza. A este(os) dcido(s) nucleico(s) que se enlaza(n) especificamente se denominan
aptomeros. Es obvio que a cualquier etapa del método para la generacion o identificacion de los aptémeros, pueden
tomarse muestras de la mezcla de dcidos nucleicos individuales para determinar la secuencia de los mismos usando
técnicas estandar. Esta dentro de la presente invencién que los aptémeros pueden estabilizarse tal como, por ejemplo,
introduciendo grupos quimicos definidos que se conocen por el experto en la técnica de generacién de aptémeros.
Dicha modificacién puede por ejemplo radicar en la introduccién de un grupo amino en la posicién 2’ del resto aziicar
de los nucledtidos. Los aptémeros se usan habitualmente como agentes terapéuticos. Sin embargo, también estd den-
tro de la presente invencidn que los aptdmeros asi seleccionados o generados pueden usarse para la validacién de la
diana y/o como sustancia de partida para el desarrollo de medicamentos, preferiblemente de medicamentos basados en
moléculas pequeiias. Esto se hace en realidad mediante un ensayo de competicion por el cual la interaccién especifica
entre la molécula diana y el aptémero se inhibe por un fdrmaco candidato por el cual, por sustitucién del aptémero
del complejo de diana y aptémero, puede asumirse que el candidato a firmaco respectivo permite una inhibicién es-
pecifica de la interaccidn entre la diana y el aptomero, y si la interaccién es especifica, dicho farmaco candidato serd
adecuado, al menos en principio, para bloquear la diana y disminuir asi su disponibilidad o actividad biol6gica en un
respectivo sistema que comprende dicha diana. La molécula pequefia asi obtenida puede someterse entonces a una
derivacion y modificacion adicional para optimizar sus caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas y/o médicas tales
como toxicidad, especificidad, biodegradacion y biodisponibilidad.

La generacién o fabricacion de spiegelmeros que pueden usarse o generarse segun la presente invencién usando
proteina quinasa N beta o un 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta, se basa en un principio similar.
La fabricacion de spiegelmeros se describe en la solicitud de patente internacional WO 98/08856. Los spiegelmeros
son acidos L-nucleicos, lo que significa que estdn compuestos de L-nucledtidos mds que los aptémeros que estin
compuestos de D-nucleétidos como lo estdn los aptomeros. Los spiegelmeros se caracterizan por el hecho de que tienen
una estabilidad muy alta en el sistema biolégico y, en comparacidn a los aptémeros, interactian especificamente con la
molécula diana contra la que se dirigen. Con el prop6sito de generar spiegelmeros, se crea una poblacion heterogénea
de dcidos D-nucleicos y esta poblacién se pone en contacto con la antipoda dptica de la molécula diana, en el presente
caso por ejemplo con el D-enantidmero del L-enantiémero que se da de forma natural de la proteina quinasa N beta.
Posteriormente, esos dcidos D-nucleicos se separan, los cuales no interactiian con la antipoda éptica de la molécula
diana. Sin embargo, esos 4cidos D-nucleicos que interactian con la antipoda 6ptica de la molécula diana se separan, se
determinan opcionalmente y/o se secuencian y posteriormente los dcidos L-nucleicos correspondientes se sintetizan
en base a la informacién de la secuencia de dcidos nucleicos obtenida de los 4cidos D-nucleicos. Estos dcidos L-
nucleicos que son idénticos en términos de secuencia con los dcidos D-nucleicos mencionados anteriormente que
interactian con la antipoda Optica de la molécula diana, interactuardn especificamente con la molécula diana que se
de de forma natural mds que con la antipoda 6ptica de la misma. Similar al método para la generacién de aptémeros,
también es posible repetir las diversas etapas varias veces y asi enriquecer esos dcidos nucleicos que interactian de
forma especifica con la antipoda dptica de la molécula diana.
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Una clase adicional de compuestos que puede fabricarse o generarse en base a la proteina quinasa N beta o un
dcido nucleico que codifica la proteina quinasa beta, como la molécula diana como se describe en este documento, son
ribozimas, oligonucleétidos antisentido y siARN.

Es una caracteristica comiin de todos los dcidos nucleicos mencionados anteriormente que no interactdan con la
molécula diana al nivel del producto de translacién que es en el presente caso la proteina quinasa N beta, aunque
interactian bastante con el producto de transcripcion, es decir, el dcido nucleico que codifica la proteina quinasa beta
tal como el dcido nucleico gendmico o cualquier 4cido nucleico derivado del mismo tal como los correspondientes
hnARN, cADN y mARN, respectivamente. En el grado de lo posible, la molécula diana de la clase de compuestos
mencionada anteriormente es preferiblemente el mARN de la proteina quinasa N beta.

Los ribozimas son dcidos nucleicos cataliticamente activos que consisten preferiblemente en ARN que comprende
basicamente dos restos. El primer resto muestra una actividad catalitica mientras el segundo resto es responsable de la
interaccién especifica con el dcido nucleico diana, en el presente caso el 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa
N beta. En la interaccién entre el 4cido nucleico diana y el segundo resto del ribozima, tipicamente por hibridacion y
apareamiento de bases de Watson-Crick de segmentos de bases esencialmente complementarias en las dos hebras de
hibridacion, el resto cataliticamente activo puede volverse activo, lo que significa que cataliza, o bien intramolecular
o intermolecularmente, el d4cido nucleico diana en el caso de que la actividad catalitica del ribozima sea una actividad
fosfodiesterasa. Posteriormente, puede haber una degradacién adicional del 4cido nucleico diana que al final da por
resultado la degradacién del 4cido nucleico diana ademas de la proteina derivada de dicho dcido nucleico diana que en
el presente caso es la proteina quinasa N beta, debido a la falta de proteina quinasa N beta nuevamente sintetizada y una
vuelta de la proteina quinasa N beta previamente existente. Los ribozimas, sus principios de uso y disefio, se conocen
por un experto en la técnica y, por ejemplo, se describen en Doherty y Doudna (Ribozym structures and mechanism.
Annu ref. Biophys. Biomolstruct. 2001; 30:457-75) y Lewin y Hauswirth (Ribozyme Gene Therapy: Applications for
molecular medicine. 2001 7:221-8).

El uso de oligonucledtidos antisentido para la fabricacién de un medicamento y como un agente diagndstico,
respectivamente, se basa en un modo de accién similar. Basicamente, los oligonucleétidos antisentido hibridan en
base a la complementariedad de bases, con un ARN diana, preferiblemente con un mARN, asi activan la RNasa
H. La RNasa H se activa por ADN acoplado tanto con fosfodiéster como con fosforotioato. El ADN acoplado con
fosfodiéster, sin embargo, se degrada rdpidamente por nucleasas celulares con la excepcién de ADN acoplado con
fosforotioato. Estos derivados de ADN resistentes, que no se dan de forma natural, no inhiben la RNasa H en la
hibridacién con ARN. En otras palabras, los polinucledtidos antisentido solo son eficaces como complejos hibridos
de ADN ARN. Se describen ejemplos de esta clase de oligonucledtidos antisentido, entre otras, en las patentes de
EE.UU. US 5.849.902 y US 5.989.912. En otras palabras, en base a la secuencia de 4cido nucleico de la molécula
diana que en el presente caso es el dcido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta, o bien a partir de la proteina
diana a partir de la que una respectiva secuencia de dcido nucleico puede deducirse en principio, o por conocimiento
de la secuencia de 4cido nucleico como tal, particularmente el mARN, pueden disefiarse oligonucleétidos antisentido
adecuados en base al principio de complementariedad de bases.

Se prefieren particularmente oligonucledtidos antisentido que tienen un segmento corto de ADN fosforotioato (3
a 9 bases). Se necesita un minimo de 3 bases de ADN para la activacién de la RNasa H bacteriana y se necesita un
minimo de 5 bases para la activacion de la RNasa H de los mamiferos. En estos oligonucledtidos quiméricos hay una
region central que forma un sustrato para la RNasa H que estd flanqueada por “brazos” de hibridacién comprendidos
por nucleétidos modificados que no forman sustratos para la RNasa H. Los brazos de hibridacién de los oligonucled-
tidos quiméricos pueden modificarse tal como por 2°-O-metilo o 2’-fluoro. Propuestas alternativas usaron uniones
metilfosfonato o fosforamidato en dichos brazos. Realizaciones adicionales del oligonucledtido antisentido utiles en
la practica de la presente invencidén son P-metoxioligonucledtidos, P-metoxioligodesoxirribonucleétidos parciales o
P-metoxioligonucleétidos.

De particular relevancia y utilidad para la presente invencién son aquellos oligonucleétidos antisentido como se
describen mas particularmente en las dos patentes de EE.UU. mencionadas anteriormente. Estos oligonucle6tidos
contienen nucleétidos con unién 5°—3’ que no se dan de forma natural. Mds bien, los oligonucleétidos tienen dos
tipos de nucleétidos: 2’-desoxifosforotioato, que activa la RNasa H, y nucleétidos 2’-modificados, que no lo hacen.
Las uniones entre los nucleétidos 2’-modificados pueden ser fosfodiésteres, fosforotioato o P-etoxifosfodiéster. La
activacion de RNasa H se consigue mediante una regién contigua que activa la RNasa H, que contiene entre 3 y 5
nucledétidos de 2’-desoxifosforotioato para activar la RNasa H bacteriana y entre 5 y 10 nucleétidos de 2’-desoxifos-
forotioato para activar la RNasa H eucariética y, particularmente, la de mamiferos. La proteccién de la degradacion se
consigue haciendo a las bases 5’ y 3’ terminales altamente resistentes a la nucleasa y, opcionalmente, colocando un
grupo bloqueante 3’-teminal.

Mas particularmente, el oligonucledtido antisentido comprende un extremo 5’ y un extremo 3’; y de 11 a 59
nucledtidos unidos 5’ —3’ seleccionados independientemente del grupo que consiste en nucleétidos fosfodiéster 2°-
modificados y nucleétidos P-alquiloxifosfotriéster 2’-modificados; y en el que el nucledsido 5’-terminal estd unido a
una region de activacion de RNasa H de entre tres y diez desoxirribonucleétidos contiguos unidos a fosforotioato, y
en el que el extremo 3’ de dicho oligonucledtido se selecciona del grupo que consiste en un desoxirribonucledtido
invertido, un segmento contiguo de uno a tres ribonucleétidos fosforotioato 2’-modificados, un grupo biotina y un
nucleétido P-alquiloxifosfotriéster.
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También puede usarse un oligonucledtido antisentido en el que el nucledsido 5’ terminal no estd unido a una regién
de activaciéon de RNasa H, sino el nucledsido 3’ terminal como se especifica anteriormente. Ademds, el extremo 5’ se
selecciona del grupo particular més que el extremo 3’ de dicho oligonucleétido.

Oligonucleétidos antisentido adecuados y ttiles son también aquellos que comprenden una regién de activacién
de la RNasa H 5’ terminal y que tienen entre 5 y 10 nucleétidos desoxifosforotioato contiguos; entre 11 a 59 2’-
metoxirribonucledtidos con unién 5°—3’ contiguos; y un grupo de bloqueo de la exonucleasa presente en el extremo
3’ del oligonucledtido que se saca del grupo que consiste en un nucleétido unido a un no-5’-3’-fosfodiéster, de uno a
tres nucle6tidos modificados 5°-3’-unidos y un grupo de bloqueo quimico no nucleétido.

Pueden caracterizarse dos clases de oligonucledtidos antisentido particularmente preferidos como sigue:

La primera clase de oligonucledtidos antisentido, también denominada en este documento como segunda genera-
cién de oligonucledtidos antisentido, comprende un total de 23 nucledtidos que comprende en la direccién 5°—3° un
segmento de siete 2’-O-metil-ribonucleétidos, un segmento de nueve 2’-desoxirribonucledtidos, un segmento de seis
2’-O-metil-ribonucleétidos y un 2’-desoxirribonucleétido 3’-terminal. Del primer grupo de siete 2’-O-metil-ribonu-
cledtidos, los cuatro primeros estdn unidos a fosforotioato, mientras los posteriores cuatro 2’-O-metil-ribonucleétidos
estan unidos a fosfodiéster. Ademads, hay una unién fosfodiéster entre el dltimo, es decir, el extremo mds 3’-terminal
de los 2’-O-metil-ribonucleétidos y el primer nucleétido del segmento que consiste en nueve 2’-desoxirribonucledti-
dos. Todos los 2’-desoxirribonucledtidos estan unidos a fosforotioato. Una unién fosforotioato también estd presente
entre el dltimo, es decir, el 2’-desoxinucleétido mds 3’-terminal, y el primer 2’-O-metil-ribonucleétido del segmento
posterior que consiste en seis 2’-O-metil-ribonucleétidos. De este grupo de seis 2’-O-metil-ribonucleétidos los cuatro
primeros, de nuevo en la direccién 5’ —3’, estan unidos por fosfodiéster, mientras los dltimos tres, correspondientes a
las posiciones 20 a 22, estdn unidos por fosforotioato. El dltimo, es decir, el 2’-desoxinucledtido 3’-terminal terminal
esta unido al dltimo, es decir, el 2’-O-metil-ribonucle6tido mas 3’-terminal a través de una unién fosforotioato.

Esta primera clase puede también describirse por referencia a la siguiente estructura esquematica: RRRnnnnNNN
NNNNNNnnnRRRN. Por la presente, R indica 2’-O-metil-ribonucleétidos unidos por fosforotioato (A, G, U, C); n
significa 2’-O-metil-ribonucleétidos (A, G, U, C); N representa desoxirribonucleétidos unidos por fosforotioato (A,
G, T O).

La segunda clase de oligonucledtidos antisentido particularmente preferidos, también denominados en este docu-
mento como oligonucledtidos antisentido de tercera generaciéon o GeneBlocs, también comprende un total de 17 a 23
nucledtidos con la siguiente estructura bésica (en direcciéon 5’ —3’).

En el extremo 5’-terminal hay un nucleétido abasico invertido que es una estructura adecuada para conferir re-
sistencia frente a la actividad exonucleasa y, por ejemplo, se describe en el documento WO 99/54459. Este abdsico
invertido estd unido a un segmento de cinco a siete 2’-O-metil-ribonucleétidos que estdn unidos a fosfodiéster. Después
de este segmento de cinco a siete 2’-O-metil-ribonucleétidos hay un segmento de siete a nueve 2’-desoxirribonucle6-
tidos todos los cuales estan unidos por fosforotioato. La unién entre el dltimo, es decir, el 2’-O-metil-ribonucleétido
mads 3’-terminal y el primer 2’-desoxinucledtido del 2’-desoxinucleétido que comprende el segmento se da por medio
de una unién fosfodiéster. Adyacente al segmento de siete a nueve 2’-desoxinucleétidos, se conecta un segmento con-
sistente en cinco a siete 2°-O-metil-ribonucledtidos. El dltimo 2’-desoxinucledtido estd unido al primer 2’-O-metil-
ribonucleétido del dltimo segmento mencionado que consiste en cinco a siete 2’-O-metil-ribonucleétidos que se da
por medio de una unién fosforotioato. El segmento de cinco a siete 2’-O-metil-ribonucleétidos estd unido por fosfo-
diéster. En el extremo 3’-terminal del segundo segmento de cinco a siete 2°-O-metil-ribonucleétido se une otro abdsico
invertido.

Esta segunda clase también puede describirse por referencia a la siguiente estructura esquemadtica: (GeneBlocs que
representa la 3% generacion de oligonucledtidos antisentido tiene también la siguiente estructura esquematica:) tapon-
(n,)«(Ny)y(n,),-tap6én o tapén-nnnnnnnNNNNNNNNNnnnnnnn-tapén. Por la presente, el tapon representa abdsicos
desoxi invertidos o modificaciones similares en ambos extremos; n significa 2’-O-metil-ribonucleétidos (A, G, U, C);
N representa desoxirribonucleétidos unidos a fosforotioato (A, G, T, C); x representa un niimero entero de 5 a 7; y
representa un nimero entero de 7 a 9; y z representa un nimero entero de 5 a 7.

Debe anotarse que los nimeros enteros X, y y z pueden elegirse independientemente uno del otro aunque se
prefiere que x y z sean iguales en un oligonucleétido antisentido dado. Por consiguiente, los disefios o estructu-
ras bdsicos siguientes de oligonucledtidos antisentido de la tercera generacién pueden ser como siguen:

tapén'(np)S(Ns)7(np)s'tapén’ tapén'(np)6(Ns)7 (np)S'tapélL tapén'(np)7 (Ns)7(np)5'tapén9
tapén'(np)S(Ns)S(np)S_tapén7 tapén'(np)() (Ns)S(np)S'tapén’ tapén'(np)7(Ns)8 (np)S'tap()IL
tapén'(np)S (Ns )9 (np )5 'tapén’ tapén'(np)ﬁ (Ns )9 (np)S 'tapén’ tapén' (np)7 (Ns)9 (np)S 'tapén,
tapén'(np)s(Ns)7(np)6'tapén7 tapén'(np)G (Ns)7 (np)é'tapén’ tapén'(np)7(Ns)7 (np)6'tapén7
tapén_(np)S(Ns)X(np)ﬁ_tapén9 tapén_(np)G (Ns)g(np)G_tapén’ tapén_(np)7(Ns)8 (np)()_tapéns
tapon-(n,,)s (N, ) (1, )s-tapon, tapon-(n,,)s (N, ) (1, )s-tapon, tapon-(n,,);(N,)(n,,)s-tapon,
tapén_(np)S(Ns)7(np)7_tapén» tapén_(np)6 (Ns)7 (np)7_tapén7 tapén_(np)7(Ns)7 (np)7_tapén’
tapon-(n,,)s (N, )s(n,,);-tapon, tapon-(n,,)s (N )s (1, );-tapon, tapon-(n,,);(N)s(n,,);-tapon,
tapén_(np)S (Ns)9(np)7_tapén’ tapén_(np)()(Ns)Q (np)7_tapén y tapén_(np)7 (Ns)9(np)7_tapén'
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Una clase adicional de compuestos que pueden generarse en base a la ensefianza técnica dada en este documento y
que puede usarse como medicamentos y/o agentes diagndsticos son ARN de interferencia pequefios (siARN) dirigidos
al cido nucleico, preferiblemente mARN, que codifica la proteina quinasa N beta. El siARN es un ARN de hebra doble
que tiene tipicamente una longitud de aproximadamente 21 a 23 nucleétidos. La secuencia de una de las dos hebras de
ARN corresponde a la secuencia del dcido nucleico diana tal como el 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa
N beta, a degradar. En otras palabras, conociendo la secuencia del dcido nucleico de la molécula diana, en el presente
caso la proteina quinasa N beta, preferiblemente la secuencia mARN, puede disefiarse un ARN de hebra doble con una
de las dos hebras siendo complementaria a dicho, por ejemplo, mARN de proteina quinasa N beta y, en la aplicacién
de dicho siARN a un sistema que contiene el gen, ADN genémico, hnARN o mARN que codifica la proteina quinasa
N beta, el respectivo 4cido nucleico diana se degradard y asi el nivel de la respectiva proteina se reduce. Los principios
basicos de disefio, construccién y uso de dicho siARN como medicamento y agente diagndstico, respectivamente, se
describe, entre otros, en las solicitudes de patente internacional WO 00/44895 y WO 01/75164.

En base a los principios de disefio mencionados anteriormente, es posible generar dicho siARN, oligonucleé6tido
antisentido y ribozima, respectivamente, una vez que se conoce la secuencia de dcido nucleico que codifica la proteina
quinasa N beta. Esto es también cierto para moléculas precursoras de acido nucleico tales como hnARN, cADN y
similares, incluyendo 4cido nucleico genémico. Por supuesto, también conocer la hebra antisentido respectiva puede
permitir el disefio de dichos compuestos basados en dcido nucleico dado el principio basico de complementariedad de
pares de bases, preferiblemente en base al emparejamiento de bases de Watson-Crick. Por consiguiente, un aspecto
adicional de la presente invencidn estd relacionado con siARN, ribozimas y nucleétidos antisentido especificos que se
dirigen contra o son especificos para la proteina quinasa N-beta. A continuacién, esto se ilustra adicionalmente por
siARN, sin embargo, esto se aplica a los oligonucle6tidos antisentido y ribozimas también, como se conocera por los
expertos en la técnica.

Dicho siARN comprende preferiblemente una longitud de 15 a 25 nucleétidos, por lo cual esto significa realmente
cualquier longitud que comprende 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o0 25 nucleétidos. En realizaciones adicionales,
el siARN puede incluso mostrar mas nucledtidos. Segun los principios de disefio bien conocidos en la técnica, puede
generarse el respectivo siARN. Por consiguiente, el siARN reivindicado en este documento comprende un segmento
de preferiblemente cualquier longitud de nucleétidos de 15 a 25 nucleétidos consecutivos que es o bien al menos
parcialmente complementario a la hebra en el sentido o el antisentido que codifica la PKN-beta, y una segunda hebra
de ribonucleétido que es al menos parcialmente complementaria a la primera y asi a la hebra antisentido y hebra en el
sentido respectivamente, que codifica la proteina quinasa N-beta. Cualquier principio de disefio conocido en la técnica
de generacién o fabricacion de siARN puede aplicarse a esta clase de estructura duplex. El espacio de siARN descrito
en este documento comprende moléculas siARN cuya hebra antisentido empieza con unos nucleétidos que corres-
ponde al nucledtido nim. 1 de una secuencia de codificacién de PKN-beta como se especifica anteriormente. Mds de
dichas moléculas siARN empiezan con un nucleétido que corresponde al nucleétido niim. 2 de una secuencia de codi-
ficacion de PKN-beta como se especifica anteriormente, y asi. Esta clase de cribado sobre la secuencia de codificacién
de PKN-beta se repite de manera que proporciona todas las moléculas de siARN posibles que pueden dirigirse contra
PKN-beta. La longitud de cualquiera de las moléculas siARN asi generadas puede ser cualquier longitud adecuada
para el siARN, mads particularmente cualquier longitud como se especifica anteriormente. Preferiblemente, las diversas
moléculas de siARN del espacio de moléculas de siARN descrito en este documento, se traslapa excepto el nucleétido
mads 5’-terminal de la hebra antisentido o la hebra en el sentido. Es obvio que las secuencias antisentido asi obtenidas
tienen que complementarse mediante el emparejamiento de bases para asi formar al menos parcialmente la estructura
de hebra doble necesaria para un siARN funcionalmente activo.

En base al modo de accién de las clases de compuestos mencionados anteriormente, tales como anticuerpos, pép-
tidos, anticalinas, aptomeros, spiegelmeros, ribozimas, oligonucledtidos antisentido ademds de siARN, estd también
as{ dentro de la presente invencidn el usar cualquiera de estos compuestos que desactivan la proteina quinasa N beta
y el 4cido nucleico que la codifica por lo tanto, respectivamente, para la fabricacién de un medicamento o un agente
diagndstico para cualquiera de las enfermedades como se describen en este documento o cualquiera de los procesos
enfermos descritos en este documento. Ademads, estos agentes pueden usarse para monitorizar la progresion de dichas
enfermedades o procesos enfermos y el éxito de cualquier terapia aplicada, respectivamente.

Las diversas clases de compuestos diseiiados segin la presente invencion tales como anticuerpos, péptidos, antica-
linas, moléculas pequefias, aptémeros, spiegelmeros, ribozimas, oligonucledtidos antisentido y siARN, pueden estar
contenidos también en una composicion farmacéutica. Preferiblemente dicha composicién farmacéutica se usa para el
tratamiento de las enfermedades como se describe en este documento o los procesos enfermos descritos en este docu-
mento. La composicién farmacéutica puede comprender en una realizacién una o varias de las clases de compuestos
mencionadas anteriormente y/o uno o mas miembros de una Unica clase, y opcionalmente un compuesto farmacéutico
activo adicional y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Dicho vehiculo puede ser o bien liquido o sélido, por
ejemplo una disolucién, un tampdn, una disolucién alcohdlica o similares. Vehiculos sélidos adecuados son, entre
otros, almidén y similares. Es conocido por un experto en la técnica el proporcionar formulaciones respectivas para
los diversos compuestos segtin las clases de compuestos mencionadas anteriormente para realizar la ruta particular de
administraciones tal como oral, parenteral, subcutdnea, intravenosa, intramuscular y similares.

Los diversos compuestos de las diferentes clases de compuestos como se mencionan anteriormente, pueden estar
también, o bien solos o en combinacién, sometidos a o contenidos en un equipo. Dicho equipo comprende aparte del
(de los) respectivo(s) compuesto(s), adicionalmente uno o varios elementos o compuestos adicionales por lo cual los
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elementos se seleccionan del grupo que comprende tampones, controles negativos, controles positivos e instrucciones
en el uso de los diversos compuestos. Preferiblemente, los diversos compuestos estdn presentes en forma o bien seca
o liquida, preferiblemente como una dosificacién unitaria para una dnica administracién cada una. El equipo puede
usarse particularmente para la terapia, diagnosis o monitorizacién del progreso de la enfermedad o pueden aplicarse
terapias en relacion a las enfermedades y procesos enfermos como se describe en este documento.

La presente invencion se ilustra ahora adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos que no pretenden
limitar el alcance de proteccion. A partir de dichas figuras y ejemplos pueden tomarse caracteristicas, realizaciones y
ventajas adicionales, en los que

La Fig. 1 muestra una representacion esquematica de la activacién inducida por el factor de crecimiento de la ruta
de la PI 3-quinasa;

La Fig. 2 muestra la medida de la metastasis del nodo linfatico en un modelo de ratén PC-3 ortotépico después del
tratamiento con rapamicina;

La Fig. 3 muestra la propuesta experimental para identificar la PKNbeta como una diana de formaco posterior de
la ruta de la PI3-quinasa;

La Fig. 4 muestra una criba GeneBloc primaria en la PKNbeta;
La Fig. 5 muestra el crecimiento de las células PC3 transfectadas con GB especifico de PKNbeta en matrigel;
La Fig. 6 muestra la interferencia de ARN por la expresion transitoria de siARN en células HeLaB;

La Fig. 7 muestra fotografias de células de prostata humana y células cancerosas de préstata humana en hibridacién
usando secuencias antisentido y en el sentido de proteina quinasa N beta como sondas;

La Fig. 8 muestra un diagrama que representa el volumen de tumores primarios en un modelo de tumor de prostata
ortotdpico usando dos construcciones diferentes de siARN (Fig. 8A), un diagrama que representa el volumen de
metéstasis del nodo linfatico en un modelo de tumor de préstata ortotépico usando dos construcciones diferentes de
siARN (Fig. 8B), y fotografias de préstata y nodos linféticos en un modelo de tumor de préstata ortotépico usando
siARN de control (Fig. 8C1) y una construccién siARN especifica de proteina quinasa N beta (Fig. 8C2);

La Fig. 9 muestra un anélisis Western-blot de diferentes derivados de proteina quinasa N beta y sus actividades
usando MPB como un sustrato de fosforilacion estandar en la sobre-expresion transitoria en células HeLa y anticuerpo
de anti-proteina quinasa N beta (anti-PK) para detectar los niveles relativos de expresion de los derivados de la quinasa
(Fig. 9A), un andlisis de Western-blot adicional de diferentes derivados de proteina quinasa N beta usando un anti-
cuerpo especifico para la forma fosforilada de la proteina quinasa N beta (Fig. 9B), y una representacion esquemadtica
de los diversos derivados de la proteina quinasa N beta usada (Fig. 9C);

La Fig. 10 muestra un Western blot de diversos derivados de proteina quinasa N beta (Fig. 10A) para monitorizar
los niveles de expresion de los mismos en células HelLa y un anélisis en gel de la fosforilacién de los derivados de
proteina quinasa N beta (Fig. 10B);

La Fig. 11 muestra los resultados de los ensayos de inmunoprecipitacién para detectar la fosforilacién de sustratos
de proteina para la proteina quinasa N beta que detecta la forma fosforilada de la misma por Western blot (Fig. 11A) o
la incorporacién de fosfato marcado con 2P por auto-radiografia (Fig. 11B). Para asegurar que cantidades comparables
de PKNbeta estuvieran presentes en los respectivos precipitados inmunes, el filtro mostrado en la Fig. 11A se volvié
a sondar usando un anticuerpo anti-PKNbeta (“quinasa”, Fig. 11C).

La Fig. 12 muestra un andlisis Western Blot que compara la expresion de proteina quinasa N beta enddgena en
muestras que se trataron con LY294002 para tiempos diferentes en células HeLa y PC-3. El nivel de AKT fosforilado
se monitoriz en paralelo para confirmar la eficacia del inhibidor de PI 3-quinasa.

La Fig. 13 muestra las cantidades relativas de proteina y actividades quinasa de diversos derivados recombinantes
de PKNbeta presentes en inmuno-complejos. Las células que expresan las respectivas proteinas recombinantes se
habian tratado con el inhibidor de PI 3-quinasa LY294002 antes de la lisis durante los tiempos indicados.

La Fig. 14 muestra un penal de dibujos, por el cual la distribucién celular de PKN beta y derivados de la misma
tal como PKNbeta natural (Fig. 14A), derivado TA de PKN beta (Fig. 14B), derivado KE de PKN beta (Fig. 14C) y
deltaN de PKN beta (Fig. 14D) se investigd por microscopia de fluorescencia confocal. Los derivados recombinantes
etiquetados con HA de PKNbeta se expresaron de forma transitoria en células HeLLa durante 48 h. Después de la
fijacion y la permeabilizacion, se detectd la expresion de las proteinas recombinantes usando un anticuerpo anti-HA
seguido por un anticuerpo anti-ratén conjugado con FITC. Las células se tifieron marcando la actina citoesquelética
con rodamina-faloidina.
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LaFig. 1 muestra una representacién esquematica de la activacién inducida por el factor de crecimiento de la ruta de
la PI 3-quinasa. La estimulacién del factor de crecimiento de las células lleva a la activacion de sus receptores cognatos
en la membrana celular, que sucesivamente se asocian con y activan las moléculas de sefializacién intracelular tal como
PI 3-quinasa. El supresor tumoral PTEN interfiere con las respuestas posteriores mediadas por PI 3-quinasa y asegura
que la activacién de la ruta se de de una manera transitoria. LY294002 es un inhibidor de molécula pequefia de la PI3-
quinasa. Uno de los genes posteriores conocidos de la PI3-K es mTOR (diana de Rapamicina en mamiferos) que puede
inhibirse por el farmaco clinicamente aprobado, rapamicina (Rapamune). La PI 3-K estd implicada en la regulacién
de la proliferacién celular, supervivencia celular, transporte de glucosa, translacion, metéstasis y migraciéon. X estan
indicando efectores posteriores que representan dianas de farmaco potenciales que se prevé que estén implicadas en
la promocién del comportamiento metastatico de las células cancerosas. Esta clase de moléculas efectoras que acttian
mads posteriores en la ruta, es probable que representen mejores dianas de farmaco que dianas mds “anteriores” tal
como mTOR, ya que tienen menos efectos pleyotrépicos.

El tema de la Fig. 2 a la Fig. 5 se trata en mds detalle en conexién con los siguientes ejemplos.
La Fig. 6 muestra la interferencia por expresion transitoria de siARN en células HeLaB.

(A) Las moléculas siARN se generaron por una expresion conducida por un promotor (U6+2) de secuencias espe-
cificas diana (patrén derivado de un gen de interés que contiene unas secuencias complementarias del mismo sentido
e inverso de 21-meros unidos por un segmento poli A de 12-meros. En la transcripcién, los ARN es probable que
formen moléculas siARN de doble hebra.

(B) Secuencias patrén de genes desactivados para la expresion de siARN. Se introdujeron secuencias correspon-
dientes en los vectores de expresién que portaba el médulo del promotor U6+2.

(C) Efecto de la expresion de siARN en el crecimiento y la proliferacion celular. Las construcciones (véase ante-
riormente) se expresaron de forma transitoria por transfeccién en las células HeLaB para experimentos de interferencia
de ARNi. Las células se cosecharon 48 horas después de transfectarse y posteriormente se sembraron (80000 células
por pocillo) en gel “matrigel”. El efecto de la interferencia de ARN en la expresion de los genes correspondientes
se analiz6 por ensayo de las células transfectadas para crecimiento/proliferacion en matrigel. La expresion de siARN
dirigido a PTEN no tuvo efecto en el crecimiento celular HeL.aB en matrigel (panel derecho), mientras la expresion de
siARN especifico a p110beta y PKNbeta alteré bruscamente el comportamiento del crecimiento de HeL.aB en matrigel
(paneles central y derecho).

Ejemplo 1
Materiales y Métodos
Cultivo celular

Se obtuvieron células PC-3 de carcinoma de préstata humano de la Coleccién de Cultivos Tipo Americanos
(ATTC). Las células se cultivaron en Mezcla Nutriente F12K (modificacién de Kaighn) que contenia suero de ter-
nera fetal al 10% (CS), gentamicina (50 pg/ml) y anfotericina (50 ng/ml). Se llevaron a cabo transfecciones en placas
de 96 pocillos o 10 cm (confluencia de 30% a 50%) usando diversos lipidos catidénicos tales como Oligofectamina,
Lipofectamina (Life Technologies), Argfectin50 o ProfectinS0 (Atugen/GOT Berlin, Alemania), o FuGene 6 (Roche)
segun las instrucciones del fabricante. Se transfectaron GeneBlocs afiadiendo complejo concentrado 5x pre-formado
de GeneBloc y lipido en medio libre de suero a células en medio completo. El volumen total de transfeccién fue 100
ul para células colocadas en placas en 96 pocillos y 10 ml para células en placas de 10 cm. La concentracién final
de lipidos fue 0,8 a 1,2 ug/ml dependiendo de la densidad celular; la concentracién de GeneBloc se indica en cada
experimento.

Las células cultivadas se tripsinaron y cosecharon después de parar el efecto de la tripsina por el medio. Se afa-
den procedimientos de lavado (PBS; centrifugado 5 min/1.000 rpm) y finalmente, la bolita se vuelve a suspender
considerando el nimero celular y el volumen a inocular.

Determinacion de las cantidades relativas de niveles de ARN por andlisis Tagman

El ARN de las células transfectadas en 96 pocillos se aisld y se purificé usando el equipo Invisorb RNA HTS
96 (InVitek GmbH, Berlin). La inhibicién de la expresion de mARN de PKN beta se detectd por andlisis RT-PCR a
tiempo real (Taiman) usando cebador PKNbeta 5’ 300 nM, cebador PKNbeta 3° 300 nM y 100 nM de la sonda Tagman
de PKNbeta marcada con Fam-Tamra. La reaccién se llevo a cabo en 50 ul y se ensayé en el detector de secuencia
ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems) segtin las instrucciones del fabricante bajo las siguientes condiciones: 48°C
durante 30 min, 95°C durante 10 min, seguido por 40 ciclos de 15 seg. a 95°C y 1 min a 60°C.

Crecimiento in vitro en matriz de matrigel

Las células PC3 se trataron con LY294002 o DMSO 5 uM cuando se sembraron en matrigel. Si las células se
transfectaron antes de sembrar, las células se transfectaron con GeneBloc y se tripsinizaron 48 h después de la trans-
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feccion. Las células se lavaron en el medio se sembraron en 24 pocillos duplicados (100.000 células por pocillo) pre-
recubiertas con matriz de membrana base de matrigel 250 1 (Becton Dickinson). Después de la incubacién durante 24
a 72 h, se tomaron fotograffas con una ampliacién 5x con una cdmara Axiocam unida a un microscopio Axiovert S100
(Zeiss).

Affymetrix

El ARN total de las células que se hicieron crecer en matrigel se preparé usando el equipo Totally RNA (AMBION)
siguiendo el protocolo de los fabricantes. En la etapa final el ARN total precipitado se volvié a suspender en tampdn
de lisis Invisorb y se purific6 usando el equipo de giro célula-ARN Invisorb (INVITEK). Se preparé cARN marcado
con biotina siguiendo los protocolos Affymetrix y se hibridaron 15 ug de cARN en el equipo Affymetrix GeneChip
HG-U9s.

Andlisis de datos

Los datos en bruto se analizaron usando el software Microarray Suite v4.0 de Affymetrix GeneChip. La intensidad
de cada conjunto de sondas se calcula como la diferencia de la sefial de hibridacién de oligonucleétidos de empare-
jamiento perfecto en comparacién con oligonucleétidos desemparejados promediados sobre el conjunto de 16 a 20
pares de sondas correspondientes a una transcripcion. La diferencia promedio de un conjunto de sondas es proporcio-
nal a la abundancia de una transcripcion. Las intensidades totales de la sefial de diferentes series se subieron al mismo
valor antes de la comparacién. Se calcularon los cambios por desdoblamiento usando el software de Affymetrix por
comparacion de pares de las intensidades de pares de sondas correspondientes a partir de las series del experimento
y la linea base. Usando matrices de decision descritas por Affymetrix, el software también generd llamadas absolutas
(la transcripcién estd ausente, marginal o presente en un experimento) y diferencias de llamadas (abundancia de una
transcripcion en un experimento en comparacién con otro: aumento, aumento marginal, sin cambio, disminucién mar-
ginal, disminucién). Los resultados se exportaron a Microsoft Excel (1lamada absoluta, llamada de diferencia, cambio
por desdoblamiento) y se filtraron. Todos los conjuntos de sondas con llamadas ausentes o una llamada sin cambio se
descargaron y la tabla se clasificé por el cambio por desdoblamiento.

Estudios en animales

Los experimentos in vivo se llevaron a cabo correspondiendo a la Préictica del Buen Laboratorio para los Estudios
de Laboratorio no Clinicos (Regulaciones GLP) de la Food and Drug Administration y de acuerdo con la ley alemana
de proteccién animal como base legal.

Ratones macho shoe:NMRI-nu/nu (Tierzucht Schonwalde GmbH) mantenidos en condiciones SPF (equipo de flujo
de aire laminar, Scantainer, Scanbur) sirvieron como recipientes para las células de carcinoma de préstata humana.
Los animales, de 6 a 8 semanas de edad y pesando 28 a 30 g, se inocularon con 2x10%/0,03 ml de células tumorales
tanto en el 16bulo dorsolateral izquierdo de la glandula prostatica (iprost; OrtotOpica) como en la punta del 16bulo
lateral izquierdo del higado (ihep; Ectdpica). Para este propdsito, los ratones recibieron una anestesia corporal total
usando una mezcla de Ketanest (Parke-Davis GmbH) y Rompun (Bayer Vital GmbH) 80:10 con dosificaciones de
100 mg/kg y 5 mg/kg, respectivamente. Después de la rigurosa esterilizacién de la superficie del cuerpo ventral, se
llevé a cabo una incision a través de la piel abdominal y la pared peritoneal empezando cerca del borde de la gldndula
prepucial y midiendo aproximadamente 1 cm. Por medio de un par de pinzas y una compresa de algodén, se visualizd
la glandula prostatica. Los cambios de células ortotdpicas se continuaron con la ayuda de un cristal de ampliacién y
mediante el uso de una jeringa de 1 ml (Henke Sass Wolf GmbH) que portaba agujas 30G de microlanza de 0,30x13
(Becton Dickinson). Una administracién tuvo éxito observando una ampolla marcada en el sitio de inoculacién. La
herida se cerré mediante material de sutura (PGA Resorba, Franz Hiltner GmbH) afectando a la pared peritoneal y con
mordazas Michel de 11x2 mm (Heiland) para la piel abdominal. Un pulverizador de heridas (Hansaplast Spriihpflaster,
Belersdorf AG) cubri6 la lesién. Durante la fase post-quirtirgica, los animales se mantuvieron en un medio caliente
hasta el completo despertar. Los animales se distribuyeron al azar segtin el niimero de grupos de tratamiento que
consistian en 5 a 10 animales por cada grupo. Se inspeccionaron sucesivamente incluido la protocolizacién de los
descubrimientos. Se administra Ssniff NM-Z, 10 mm, esterilizable en autoclave (ssniff Spezialdidten GmbH) como
dieta fortalecida y el agua de beber se acidula por HCI, ambos ad libitum.

Evaluaciones

Para recibir el nivel de dosificacion real, se registraron los pesos corporales en los dias de tratamiento. Al mis-
mo tiempo, puede derivarse del desarrollo del peso corporal para reconocer las influencias de las modalidades de
tratamiento en el organismo completo.

Se llevaron a cabo punciones para sacar sangre el dia O (linea de base); 14; 28 y 35 (sacrificio). La sangre se
extrajo de la vena orbital de animal anestesiado a corto plazo (Dietiléter, Otto Fischar GmbH). Los pardmetros de
evaluacion que dan datos para la compatibilidad y efectos secundarios de los tratamientos son los siguientes: nimeros
de leucocitos; nimeros de trombocitos; enzimas. Pardmetros adicionales soportados por la sangre fueron bilirrubina,
creatinina, proteina, urea, acido urico.
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Todos los animales sacrificados se diseccionaron completamente y se documentaron fotograficamente. Los tu-
mores (glandula prostatica) y metdstasis (metdstasis del nddulo linfatico caudal, lumbar y renal) se midieron en dos
dimensiones por medio de un par de calibradores. El volumen se calcul6 segin V (mm?) = ab*/2 con b < a. En general,
el nimero de células llevadas a cabo para la propuesta de terapia provoca un 100% de generacién de tumor en lo que
respecta a la glandula prostatica. Los pesos de algunos 6rganos (higado, bazo, rifién) se registraron para encontrar
datos adicionales que afecten al conocimiento sobre efectos secundarios.

Para analisis histoldgicos, las muestras de tejidos tumorales, es decir, tumor de préstata y metastasis de nodo
linfatico, se fijaron en formaldehido al 5% y se incrustaron en parafina. De forma rutinaria, las secciones se tifieron
con HE, y se hicieron tintados especificos si fuera necesario (Azan, PAS).

Para detectar el origen humano de las células tumorales y metastaticas, se congelaron muestras adecuadas de tejido
en nitrégeno liquido. Cuando se usa andlisis PCR y Tagman con amplimero especifico huHPRT, se podrian detectar
50 células humanas en 5 mg de tejido.

Los resultados terapéuticos se verificaron estadisticamente mediante el ensayo u de Mann y Whitney.

Ejemplo 2
Prueba de concepto experimental en la idoneidad de dianas de farmaco posteriores

Como se esboza en la parte introductoria de esta memoria que se incorpora en este documento por referencia, las
dianas unidas posteriormente a una ruta de sefializacién son valiosas para el disefio o desarrollo tanto de medicamentos
como de agentes diagnésticos. Es obvio que, si la diana particular estd unida a otras rutas diferentes o debido a su
posicién dentro de la ruta de sefalizacién se une a un niimero de fenémenos biolégicos tales como, por ejemplo,
metastasis y migracion, traslacion de crecimiento, apoptosis, ciclo celular, reparacién de ADN y similares como en el
caso de la PI-3 quinasa, cualquier compuesto que se dirige a esta diana es probable que tenga un nimero de efectos
secundarios que pueden ir en detrimento del sistema y ser indeseados desde el punto de vista médico. Por consiguiente,
las dianas que actian mds abajo serfan la primera opcién para la intervencion terapéutica.

Los presentes inventores han encontrado que bajo el control de la ruta de la PI 3-quinasa, estdn implicadas mas
dianas de farmaco posibles aparte del mTOR, que son especificas para controlar los fendmenos de metdstasis y mi-
gracién y asi, de tumorigénesis. En la industria farmacéutica se ha encontrado que la rapamicina, vendida bajo la
marca registrada de Rapamune, es adecuada para inhibir la metéstasis y la migracion. Esto confirma la idoneidad de
la estrategia para dirigirse a dianas de farmaco posteriores.

Como puede tomarse de la Fig. 2, la rapamicina es adecuada para reducir el volumen de metastasis del nodo
linfatico y es comparable en lo que es posible en su efecto al bien conocido inhibidor de PI 3-quinasa, LY294002.
Como se representa en la Fig. 2A, se usé el modelo de exposicion al tumor y el tratamiento empezé con Rapamune el
dia 1. Ambas concentraciones usadas, es decir 0,4 mg/kg/dosis -2 mg/kg/dosis, llevaron a una tremenda disminucién
de la extension de metdstasis del nodo linfético, expresada como volumen medido de metéstasis (mm?®) en comparacion
con el control negativo que era disolucién salina tamponada con fosfato.

Para andlisis histoldgicos, muestras de tejidos tumorales, es decir, tumor de préstata y metdstasis de nodo linfatico,
se fijaron en formaldehido al 5% y se incrustaron en parafina. De forma rutinaria, las secciones se tintaron con HE, y
se hicieron tinturas especificas si fuera necesario (Azan, PAS).

Los mismos resultados también se obtuvieron bdsicamente en el caso de tratamiento con Rapamune de un modelo
tumoral establecido empezando con el tratamiento el dia 28.

Se midi6 la metdstasis del nodo linfitico en un modelo de ratén PC-3 ortotépico después del tratamiento con
rapamicina (Rapamune). En la Fig. 2(A), se muestran los resultados de (A), modelo de exposicion al tumor. Ratones
desnudos Shoe:NMRI-nu/nu (8 por grupo) se inyectaron con 2x10° células PC3 en 0,03 ml de forma intraprostatica
y se llevé a cabo el tratamiento usando Rapamune de forma intraperitoneal diariamente durante 28 dias a dosis de 2
mg/kg y 0,4 mg/kg. El PBS sirvié como control.

Para el tratamiento de tumores establecidos (B), se dejo crecer a las células ipros durante 28 dias y se llevé a cabo
el tratamiento de forma oral usando Rapamune en los dias 29 a 50 después de la implantacion. Las dosis se eligieron
como se esboza en A. Los animales se sacrificaron en los dias 29 y 51, respectivamente, y se determiné la metéstasis
total del nodo linfético.
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Ejemplo 3
Identificacion de PKN beta como diana de farmaco posterior dentro de la ruta de la PI 3-quinasa

La propuesta basica experimental se muestra en la Fig. 3. Las células PC3 crecidas en Matrigel se trataron o bien
con DMSO o con el inhibidor de PI 3-K, LY294002, y el ARN total se aislé de cada muestra. Se realizé un perfil de
expresion génica Affymetrix diferencial y la expresion se confirmé usando el ensayo RT-PCR Tagman a tiempo real.
Se us6 p110 como un patrén no diferencial. Las células PC3 son PTEN -/- lo que significa que el supresor tumoral
PTEN esta faltando objetivamente en estas células, por lo que la ruta de la PI 3-quinasa estd permanentemente activa,
lo que lleva a una actividad o comportamiento metastitico aumentado de las células que se expresa por su patrén
de crecimiento en el ensayo en matrigel. Las células con potencial de crecimiento invasivo muestran crecimiento
aumentado en la membrana basal tal como la matriz de matrigel. (Petersen, O.W., Ronnov-Jessen, L., Howlett, A.R.
y Bissell, M.J. (1992) Interaction with basement membrane serves to rapidly distinguish growth and differentiation
pattern of normal and malignant human breast epithelial cells. Proc Natl Acad Sci U S A, 89, 9064-9068. (Auch:
Sternberger et al., 2002 Antisense & Nucleic acid drug development 12:131-143)

En conexién con esto, se va a anotar que las células PC3 se hicieron crecer en matrigel y lo tomaron como un
sistema modelo que estd cerca del medioambiente in vivo. E1 ARN aislado del mismo se asume que estd mds cerca de
la situacion o resultados in situ que cualquier preparado obtenido de células hechas crecer en un medioambiente que
no es matrigel tal como una placa de cultivo celular convencional.

Ejemplo 4
Cribado para oligonucledtidos antisentido optimos dirigidos a proteina quinasa N beta

Las células PC3 se transfectaron con diferentes concentraciones de GeneBloc como se describe, y se determinaron
los niveles de mARN 24 horas después de la transfeccion usando ensayos Tagman con 300 nM de cebador directo e
inverso especifico de PKNbeta y 100 nM de sonda y 40 nM de cebador directo e inverso y 100 nM de sonda para la
actina humana. Los niveles de mARN se estandarizaron para niveles internos de actina y se muestran las cantidades
respecto a GBC (células transfectadas con un Control GeneBloc).

El resultado del mismo se muestra en la Fig. 4. A partir de la Fig. 4 se seleccionaron GeneBlocs 70210 y 70211
como oligonucledtidos antisentido particularmente ventajosos para estudios adicionales.

En conexién con el GeneBloc como se usa en este documento en los diversos ejemplos, se va a anotar que son
todos oligonucledtidos antisentido de tercera generacion como se especifica en este documento, lo que significa, como
también es obvio por la tabla 1, que las letras del caso superior representan los desoxirribonucleétidos que se unieron
a través de un fosforotioato mas que una unién fosfodiéster.

TABLA 1

Vision general de los diversos GeneBlocs usados, sus alias, desapareamientos respecto al dcido
nucleico diana y sus secuencias y caracteristicas estructuradas

Secuencia

GeneBloc num. Alias MM
70669 PKNbeta:706L21 0 ggagguCCAGTTTCTgagagg
70670 PKNbeta:3771L21 0 uguuucACCTTCAGCuccaca
24536 PKNbeta:2021L23 0 aggacaaCACAAGCCAcgtagaa
24537 PKNbeta: 2665123 0 gctctgaCACAAAGTCgaagtce
24538 PKNbeta:2322123 0 gcagtcaAACACCTCTtectcetg
70210 PKNbeta: 1034121 0 caacacGGTTGTCCAccttta
70211 PKNbeta:1784L21 0 tcagtgCTTTGATGGcgtagt
70671 PKNbeta: 183121 0 cuucucGCAGTACAGgcucuc
70676 PKNbeta:1034L21 4 caagacGCTTGTGCAcgttta
70677 . PKNbeta: 1784121 4 tcagagCTTAGTTGGcgtigt
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Los diversos GeneBlocs corresponden a los siguientes SEQ ID NO.:

70669: SEQID NO. 3

70670: SEQID NO. 4
24536: SEQID NO. 5
24537: SEQ ID NO. 6
24538: SEQ ID NO. 7
70210: SEQ ID NO. 8
70211: SEQID NO. 9
70671: SEQ ID NO. 10

70676: SEQID NO. 11
70677: SEQ ID NO. 12

Ademis se va a anotar que cualquiera de las “t” anteriores son de hecho “u” dando el hecho de que los oligonu-
cledtidos antisentido anteriores son GeneBlocs, es decir, oligonucleétidos antisentido de tercera generacion.

Ejemplo 5
Paralizacion selectiva de la proteina quinasa N beta

Para probar que la proteina quinasa N beta es una diana de farmaco posterior adecuada de la ruta de la PI 3-
quinasa, se usaron los dos GeneBlocs particularmente ventajosos como se obtienen del ejemplo 4 en un experimento
de crecimiento basado en matrigel. El experimento de crecimiento en matrigel se toma como un modelo sustituto que
muestra el comportamiento de metdstasis y migracion de la respectiva célula. Un crecimiento mds confluente de las
células se toma como una indicacién de que su comportamiento de metdstasis y migracion se aumenta, lo que permite
a las células propagarse sobre la estructura tridimensional proporcionada por el matrigel.

Las células PC3 se transfectaron y sembraron en matrigel como se describe y se monitorizé el crecimiento. El
mARN se aisl6 a partir de una alicuota de las células sembradas en matrigel y se analizé usando el ensayo Taqgman
(panel izquierdo). E1 mARN especifico de PKNbeta se estandarizé a niveles de mARN pl10a endégeno. Se usa
un GeneBloc especifico de PTEN como un control negativo en las células PC-3 PTEN -/- y se usa un GeneBloc
especifico de p110a como un control positivo para el crecimiento en la matriz extracelular. La inhibicién especifica
del crecimiento se muestra comparando el crecimiento de las células tratadas con GeneBloc especifico de PKN beta
70210 o0 70211 frente a sus oligonucledtidos desapareados correspondientes 70676 y 70677, respectivamente.

Los respectivos resultados también se ilustran en la Fig. 5. A partir de esto, puede aceptarse que los GeneBloc
70211 y 70210 pueden ser compuestos adecuados para la fabricacién de un medicamento o agente diagndstico para el
tratamiento de enfermedades y procesos enfermos como se describe en este documento.

Ejemplo 6
Interferencia de ARN por expresion transitoria de siARN en células HeLaB

Este experimento es un ejemplo en el disefio exitoso de siARN que permite que se dirija de forma especifica la
proteina quinasa N beta diana de fdrmaco posterior. Como se ilustra en la Fig. 6 (A), las moléculas siARN se generaron
por expresién conducida por el promotor (U6+2) de secuencias diana especificas (patrén derivado del gen de interés
que contiene unas secuencias complementarias en el sentido e inverso de 21-meros unido por un segmento poli A de
12-meros. En la transcripcién, los ARN es probable que formen moléculas siARN de hebra doble.

Las diversas construcciones tal como pl10beta y PTEN se usaron como control positivo y negativo, respectiva-
mente en la misma construccién de vector como el siARN disefiado frente a la secuencia mARN de la PKNbeta. El
respectivo disefio se muestra en la Fig. 6 (B) donde las secuencias patrén de genes dirigidos para la expresion de
siARN se introdujeron en los vectores de expresioén que portan el médulo del promotor U6+2.

Las construcciones se expresaron transitoriamente por transfeccion en células HeLaB para experimentos de inter-
ferencia de ARNi. Las células se cosecharon 48 horas después de transfectarse y posteriormente se sembraron (80000
células por pocillo) en matrigel. El efecto de la interferencia del ARN en la expresion de los correspondientes genes
se analizé mediante ensayo de células transfectadas por crecimiento/proliferacion en matrigel. La expresion de siARN
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dirigido a PTEN no tuvo efecto en el crecimiento en matrigel de las células HeLaB (panel derecho), mientras la expre-
sién de siARN especifico a pl 10beta y PKNbeta perturb6 severamente el comportamiento del crecimiento de HeL.aB
en matrigel (paneles del medio y derecho).

En vista de esto, la secuencia particular de siARN prueba que es un medio eficaz para el tratamiento de la enfer-
medad y los procesos enfermos como se describe en este documento.

Ejemplo 7
Deteccion de proteina quinasa N beta en tumor de prostata humano

Para dar evidencia adicional de que la proteina quinasa N beta es una diana adecuada en el tratamiento del tumor
de prostata, se sometid el respectivo tejido de prostata humana a una hibridacién in situ.

Para la hibridacioén in situ se prepararon hebras tanto en el sentido como antisentido para las posiciones de nucleé-
tido 1672 a 2667 a partir de la secuencia NM 013355 en el vector pCR4 Topo, con lo cual se us6 polimerasa T7 y
T3 para propésitos de amplificacién. Las células de tumor de préstata humano (PC-3) se hicieron crecer en ratones.
Después de la diseccidn, el tejido se congeld a -20°C en disolucién de isopentano, se cortaron rodajas a -15°C y se
almacenaron a -80°C. Antes de la hibridacion las rodajas se fijaron en paraformaldehido. El espécimen de tumor hu-
mano se fijé en paraformaldehido y se incrusté en parafina. Los especimenes tumorales se trataron con proteinasa K
y se acetilaron. Las sondas de acido nucleico se marcaron de forma doble con *S-ATP y **S-UTP y se incubaron con
tejidos a 58°C en un tampén de hibridacién (NaCl 0,4 M, formamida al 50%, 1x de Denhardt, Tris 10 mM, EDTA 1
mM, sulfato de dextrano al 10%, 10 ug/ml de cada tARN y ADN de esperma de salmén, DTT 10 mM) que contenia
formamida al 50%.

El resultado de la hibridacién in sifu se representa en la Fig. 7. Usando una sonda antisentido de proteina quinasa N
beta para la hibridacion in situ de tumor de prdstata, las gldndulas se tifieron de forma intensiva (Fig. 7A). En contraste
con esto, el tejido de préstata sano estd menos tefiido y proporciona solo una sefial de fondo, usando de nuevo la
sonda antisentido (Fig. 7C). En contraste con esto, el uso de la sonda en el sentido en conexién con ambos tejidos, no
proporciona ninguna sefial.

Ejemplo 8
Reduccion in vivo de tumor primario y metdstasis del nodo linfdtico por siARN

Este ejemplo estd relacionado con la validacién del gen diana in vivo usando un modelo tumoral de prostata
ortotépico en que podria mostrarse que usando siARN dirigido por proteina quinasa N beta, podria realizarse una
reduccion tanto del tumor primario como de la metastasis del nodo linfatico. Los resultados se representan en las Figs.
8A a 8C.

En el diagrama de la Fig. 8A, el volumen de los tumores primarios, determinado como se describe en el ejemplo
1, en un modelo tumoral de préstata ortotdpico podria reducirse significativamente usando cualquiera de las dos
siguientes construcciones de siARN:

5’ actgagcaagaggctttggag o
5’ aaattccagtggttcattcca.

Como control negativo se usé siARN frente a la subunidad p110-a, y como control positivo siARN frente a la
subunidad p110-8. El control positivo dirige asi el regulador anterior de proteina quinasa N beta PTEN.

Un conjunto adicional de dos moléculas siARN independientes se usé para degradar el mARN que codifica la
proteina quinasa N beta en las metdstasis del nodo linfatico. Las metdstasis del nodo linfatico son tumores secundarios
encontrados en los siguientes nodos linfiticos: nodos linfaticos caudal, lumbar, renal y mediastinal, por lo cual los
nodos linféticos caudales son los mas cercanos a la préstata y los nodos linfaticos mediastinales son los mas distantes al
tumor de implantacién. Como en el caso del tumor primario, las construcciones siARN fueron reduciendo obviamente
de forma exitosa el mARN que codifica la proteina quinasa N beta y reduciendo asi el volumen tumoral (Fig. 8B).
Los controles positivo y negativo fueron como se trata en conexion con la reduccién del tumor primario. En ambos
casos, es decir, para el tumor primario y la metastasis del nodo linfatico, las células del tumor de préstata humano se
manipularon genéticamente para expresar las respectivas moléculas siARN a partir del promotor III U6 de polimerasa.

Aparte de estos resultados, un claro anélisis fenotipico como se representa en la Fig. 8C1 y Fig. 8C2 muestra que
en la activacién de la transcripcion de la construccion siARN en las células del tumor de préstata humano, la metdstasis
del nodo linfético podria reducirse significativamente y el nodo linfatico hinchado representado en la Fig. 8C1 no esta
presente en el tejido tratado con siARN como se representa en la Fig. 8C2.

20



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319894 T3

Ejemplo 9
Caracterizacion funcional de la proteina quinasa N beta

Este ejemplo estd relacionado con la caracterizacién funcional de la proteina quinasa N beta y mds particularmente
con el impacto de derivacion, es decir, truncamiento o mutacién de residuos de aminodcido funcionales, de proteina
quinasa N beta en su actividad quinasa y en la regulacion de su actividad quinasa por fosforilacién.

Los siguientes derivados de proteina quinasa N beta se generaron como también se representan al menos parcial-
mente de forma esquemadtica en la Fig. 9C con los residuos de aminodcido que se refieren a la secuencia natural como
se describe en este documento:

a) Dominio quinasa que comprende los aminodcidos 535-889;

b) AN que comprende los aminodcidos 288-889;

c) Dominio quinasa que tiene una mutacién en la posicién 588 de lisina a arginina;
d) Dominio quinasa que tiene una mutacion en la posicién 588 de lisina a dcido glutdmico;
e) Derivados del dominio quinasa que tienen mutaciones en el sitio de fosforilacién (consenso del bucle de

activacion AGC) con el residuo de treonina en la posiciéon de aminodcido 718 cambidndose o bien por
alanina (TA718) o por 4cido aspartico o dcido glutdimico (TD718 o TE718); y

f) Longitud total de la molécula PKNbeta natural (889 aminodcidos).

Los respectivos fragmentos se expresaron de forma transitoria en las células HeLa. Su expresion relativa se deter-
miné por andlisis Western-blot de extractos celulares HeLa usando un anticuerpo anti-PKNbeta.

El antisuero anti-PKNbeta policlonal se generd después de la sobre-expresién de aminodcidos C-terminales (609-
889) de PKNbeta en E. coli. El respectivo fragmento de proteina se purific6 en gel a partir de cuerpos de inclusion, se
recuperd y se concentr6 segun los procedimientos estandar.

La proteina quinasa N beta tiene homologias con las moléculas quinasa tipo AGC en su dominio catalitico en el
extremo C. La familia de quinasas se caracteriza por un resido conservado de treonina en el bucle de activacién del
dominio catalitico que necesita fosforilarse para la actividad enzimadtica. Debido a la alta conservacién de esta treonina
y el contexto circundante de aminodcidos en el bucle de activacién, los anticuerpos anti-fosfo contra este sitio estan
disponibles a partir de fuentes comerciales. A los respectivos anticuerpos se los denominan como anti-P*-PRK en la
Fig. 9 y anti-P*-AGC quinasa en la Fig. 10. MPB es la proteina bésica de mielina que es un sustrato de fosforilacién
in vitro estandar.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

Derivado de proteina quinasa N beta Actividad
Pesc de longitud total ++*
Dominio quinasa que comprende los aminoacidos 535-889 +*

AN gue comprende los aminoacidos 288-889 -*

Dominio quinasa que tiene una mutacién en la posicion 588 de lisina a arginina (KR | -*
588)

Dominio quinasa que tiene una mutacién en la posicion 588 de lisina a acido glutad- | -*
mico (KE 588)

TA718 -*
TD718 0 TE718 -
*+: activo

- inactivo

I: no se observd “hiperactivacion” como se habria esperado por mutaciones comparables en otras
quinasas (Morgan y Debond, 1984)
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Los resultados se representan en la Fig. 9.

La Fig. 9A muestra un andlisis en gel de diferentes derivados de proteina quinasa N beta y sus actividades usando
MPB como un sustrato de fosforilacién estdndar en la sobre-expresion transitoria en células HeLa. Como puede
tomarse de la Fig. 9A, aparte de la proteina quinasa N beta de longitud total solo el dominio quinasa en su otra forma
natural estd activa en MPB de fosforilacion.

Usando los mismos derivados de proteina quinasa N beta puede observarse que excepto el derivado que comprende
el dominio quinasa que tiene la mutacién T/A en la posicién 718, todos los demds derivados mostrados se fosforilaron
también a pesar de sus actividades intrinsecas adicionales.

El dato indica que la presencia de un dominio quinasa funcional y la fosforilacién en la posicién 718 son pre-
requisitos para la actividad quinasa PKNbeta. Sin embargo, como puede concluirse por la incapacidad de la versién
AN de actuar como una quinasa, no son suficientes. El dato también indica que la PKNbeta no autofosforila en el
aminodcido 718, aunque en vez de eso, necesita fosforilacién por otra molécula quinasa, ya que la proteina mutante
KR588 defectuosa en quinasa retiene la fosforilacién en la posicién 718.

Ejemplo 10
Caracterizacion de la PKNbeta de longitud total

Para analizar mutaciones de residuos de aminoacidos funcionales de proteina quinasa N beta en el contexto de la
molécula de longitud total, se llevaron a cabo los siguientes experimentos como se muestra en las figuras 10y 11:

Para medir la actividad quinasa de la PKNbeta in vitro, derivados de KPNbeta recombinantes marcados con HA
0 Myc se expresaron de forma transitoria en células HeLa o COS-7. El derivado con menor dominio quinasa sirvid
como un control. Los extractos celulares que contienen las versiones recombinantes de la proteina quinasa N beta se
sondaron en paralelo con anticuerpo de anti-proteina quinasa N beta (Fig. 10A) como se describe en el ejemplo 9 para
demostrar niveles comparables de expresién, y un anticuerpo del sitio anti-fosfo AGC (también denominado como
anti-P*-AGC-quinasa) (Fig. 10B) para mostrar el diferente grado de fosforilacién de los derivados de proteina quinasa
N beta in vivo.

Ejemplo 11

Necesidades de fosforilacion para la actividad de la proteina quinasa N beta de longitud total y desarrollo de un
ensayo de quinasa in vitro no radiactivo - idoneidad de la proteina quinasa N beta para los ensayos HTS

Las moléculas derivadas de PKNbeta se inmuno-precipitaron de los extractos celulares mostrados en la Figura 10
usando anticuerpos anti-marcado. Los precipitados inmunes se lavaron como se describe (Klippel et al., 1996) y se
dividieron en dos mitades. Una mitad se incubé con 5 pug de MBP (UBI) como un sustrato de fosforilacién, MgCl, 4
mM y #P-ATP gamma en una disolucién tamponada durante 10 min a temperatura ambiente. Ademds, se afiadieron
inhibidores de fosfatasa e inhibidores contra las quinasas que actian de forma no especifica como en Klippel et al.,
1998. Se detectd la incorporacién de fosfato radiactivo mediante auto-radiografia después de separar los productos de
reaccion por SDS-PAGE al 16% (Fig. 11B).

La segunda mitad de los precipitados inmunes se incub6 con 1 pg de proteina de fusiéon GST-GSK3 (Tecnologia
de Sefializacién Celular) como un sustrato de fosforilacion en presencia de rATP 200 uM. La mezcla de reaccion se
analizé posteriormente por SDS-PAGE con gradiente de 8-16% y con Western blot usando el anticuerpo anti-fosfo
GSK3alfa (Tecnologia de Sefializacion Celular) (Fig. 11A). El filtro se quit6 entonces y se re-sondé con antisuero anti-
PKNbeta para confirmar la presencia de cantidades comparables de proteinas PKNbeta en los respectivos precipitados
inmunes (Fig. 11C).

La especificidad de las reacciones de fosforilacién in vitro se controlé analizando variantes defectuosas en quinasa
(por ejemplo, que contienen mutaciones en el sitio de enlace ATP, véase anteriormente) en paralelo a la proteina activa.

La falta de sefial en caso de la variante de mutacion TA en el aminodcido 718 de la proteina quinasa N beta,
que por lo demads es la proteina quinasa N beta natural de longitud total, indica que este residuo de aminoécido es
efectivamente la posicioén de fosforilacién detectada por el anticuerpo (Figura 10B). El hecho de que las variantes
deficientes en quinasa (mutacién KE o KR como se muestran en la Fig. 10 y Fig. 9, respectivamente) se fosforilen
en este sitio indica que la treonina 718 no es un sustrato para auto-fosforilacién. Més bien otra quinasa en las células
debe ser responsable de la fosforilacion de este sitio; por lo cual PDK1 es un posible candidato.

Ademds, a partir de este experimento en combinacién con el del ejemplo 9, se revela que la fosforilaciéon de
proteina quinasa N beta en la posicién 718 es un pre-requisito para la actividad de la proteina quinasa N beta; todas
las mutaciones probadas en este sitio evitaban la fosforilacién y daban por resultado una molécula quinasa inactiva. A
ese grado, una proteina quinasa N beta particularmente preferida que puede usarse en conexién con cualquier aspecto
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de la invencién como se describe en este documento es una proteina quinasa N beta que se fosforila en al posicién
718 o un derivado de la misma, que incluye el derivado que comprende el dominio quinasa solo como se describe
en este documento. El dato indica adicionalmente que ademads la PKNbeta de longitud total no auto-fosforila en el
aminodcido 718, aunque en cambio, necesita la fosforilacién de otra molécula quinasa, ya que la proteina mutante
KES88 defectuosa en quinasa retiene la fosforilacién en la posicién 718.

Como puede tomarse de la Fig. 11, ensayar la actividad de la proteina quinasa N beta puede adaptarse en un
formato que permite el cribado de los inhibidores de la proteina quinasa N beta en un sistema de alto rendimiento.

En una primera etapa, se determiné la idoneidad de un formato de cribado no radiactivo, por lo cual los diversos
derivados de proteina quinasa N beta como ya se han tratado en conexion con el ejemplo 10, se usaron para fosforilar
un sustrato adecuado. Dicho sustrato puede ser, por ejemplo, MBP o un péptido GSK3 que se inmoviliza tipicamente
en un vehiculo adecuado tal como gotas de agarosa o sefarosa o en superficies pldsticas. En el presente caso y como
se representa en la Fig. 11A, el sustrato es un péptido derivado de GSK3 condensado con paramiosina. La primera
flecha indica que todos de los diversos ensayos que usan diferentes derivados de proteina quinasa N beta, contienen de
hecho dichos derivados. Solo la proteina quinasa N beta natural de longitud total o el dominio quinasa como se define
en el ejemplo 9, fueron adecuados para fosforilar el sustrato. El sustrato fosforilado en el presente caso se detectd por
anticuerpo anti-fosfo GSK3 alfa (mencionado anteriormente).

Para asegurar que la propuesta no radiactiva como se representa en la Fig. 11A es lo suficiente sensible, la propuesta
radiactiva se llevé a cabo en paralelo con la mitad de los precipitados inmunes usando el MBP como un sustrato de
fosforilacion. La eficacia de la actividad quinasa puede tomarse de la cantidad del sustrato fosforilado generado como
se indica por auto-radiografia en la incorporacién de [*P]. Como puede verse por las Figuras 11A y 11B, la proteina
quinasa N beta natural de longitud total ademds del dominio quinasa muestran actividad, mientras que no se detectd
(Fig. 11A) o se detect6 actividad de fondo de quinasas no especificas (Fig. 11B) con las proteinas mutantes KE de
longitud total y TA de longitud total, respectivamente.

Resumiendo, el uso de ambas proteinas quinasa N beta naturales de longitud total ademds del dominio quinasa
como se describe en este documento, son dianas adecuadas o medios para el disefio de un procedimiento de cribado
en formato HTS. Las respectivas etapas comprenderian por consiguiente

a) generar proteina purificada recombinante de proteina quinasa N beta por expresion en un sistema de expresion
no bacteriano tal como sistema celular de insecto (ejemplo para quinasa diferentes en Klippel et al., 1987), en vista
del hecho de que la proteina necesita fosforilarse para mostrar actividad quinasa, que no puede conseguirse facilmente
por la expresion en sistemas bacterianos;

b) inmovilizacién del sustrato derivado de GSK3 o sustrato similar, e incubar el sustrato con proteina quinasa N
beta purificada en presencia de rATP, MgCl, e inhibidores en una disolucién tamponada;

c) detectar la fosforilacién del sustrato por un medio de deteccién apropiado tal como un anticuerpo como el an-
ticuerpo anti-fosfo-GSK3 opcionalmente después de una serie de lavados y opcionalmente, desarrollo posteriormente
de forma adicional en sistemas de ensayo Delfia o Lance (Perkin Elmer), por lo cual el sitio de fosforilacién se en-
laza por un anticuerpo marcado con Europio. La cantidad de Europio enlazado se cuantifica entonces por andlisis de
fluorescencia con resolucién temporal.

Ejemplo 12
Determinacion del nivel de expresion de PKN-beta enddgeno

En este ejemplo, se da la evidencia experimental de que la PKN-beta se expresa de una manera dependiente de la
PI3-quinasa. La expresion dependiente de PI 3-quinasa de ARN de PKNbeta mostrada en la Figura 3 se confirma aqui
de forma adicional a nivel de proteina.

Se cultivaron células PC-3 como se describe en el ejemplo 1 en este documento. Dichas células PC-3 son PTEN
-/-. Se obtuvieron células HeLa de la Coleccion de Cultivos Tipo Americanos (ATCC) y se hicieron crecer como se
describe en Sternberger et al. (2002). Se llevaron a cabo transfecciones en placas de 10 cm (confluencia de 30% a 50%)
usando Fugene 6 (Roche, Nutley, NJ) segtin las instrucciones del fabricante. Las células cultivadas se tripsinaron y se
cosecharon después de parar el efecto de la tripsina por el medio.

Ambos tipos de células, es decir, células PC-3 y células HeLa, se trataron durante los tiempos indicados con
LY294002 10 uM o DMSO, por lo cual se us6 DMSO como el disolvente para el LY294002, y por esto, como control
negativo.

Los extractos resultantes se fraccionaron por SDS-PAGE y se analizaron posteriormente por Western-blot. Los

niveles de las proteinas indicadas tales como p110, que servia como un control de carga, PKN-beta endégeno y Akt
fosforilado, se detectaron usando los respectivos anticuerpos.
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El Akt fosforilado (P*-Akt) sirve como un control para la eficacia del tratamiento mediado por LY294002.
Los resultados se representan en la Fig. 12.

En células PC-3, la inhibiciéon de PI-3-quinasa provocé una visible reduccién de la expresion de la PKNbeta
enddgena después de 24 h, los niveles de proteina se redujeron adicionalmente después de 48 h de tratamiento. En las
células HeLa, que expresan mayores cantidades de proteina PKNbeta, este efecto es menos dramatico, aunque pueden
detectarse cantidades reducidas después de 48 h de tratamiento con LY294002.

A partir de esto puede concluirse que la PI3-quinasa controla la expresiéon de PKN-beta.

Ejemplo 13
La actividad de PKN-beta necesita PI3-quinasa

La PKN-beta natural recombinante o derivados de PKN-beta (como se describe en las figuras 10-11) se expresaron
de forma transitoria en células HeLa. Dichos derivados fueron el derivado TA y el derivado KE de la PKN-beta como
se describe en el ejemplo 10 en este documento. La PKN-beta se modificé en cada caso por una etiqueta de myc como
se describe anteriormente que permitio la precipitacién de la PKN-beta y sus derivados usando un anticuerpo anti-
Myc.

Para la evaluacién de la actividad de PKN-beta, se llev6 a cabo una actividad quinasa in vitro que usa los precipi-
tados inmunes como se describe anteriormente. La mitad de los precipitados se sometieron a la reaccién de quinasa in
vitro, la segunda mitad se analiz6 por Western-blot usando anticuerpos anti-fosfo-PRK. El filtro se quitd y se volvié a
sondar usando el antisuero anti-PKN-beta. Se analizaron los niveles de fosfo-p70 S6 quinasa a partir de alicuotas de
lisatos celulares, que se retiraron mds pronto, para confirmar la eficacia del tratamiento de LY294002 incluso después
de solo 3 h de tratamiento. El anticuerpo anti-fosfo p70 se obtuvo a partir de sefializacién celular.

Como puede verse a partir de la Fig. 13, el tratamiento con LY294002 lleva a una fuerte inhibicion de la actividad
quinasa de la PKNbeta, medida aqui de nuevo por fosforilacién de MBP. Este efecto fue visible después de solo 3 h
de tratamiento, a las 24 h la actividad de PKNbeta estaba casi completamente inhibida. La fosforilacién de PKNbeta
en la posicion 718 también se comprometié después de la inhibicién de la PI 3-quinasa por LY294002, sin embargo,
este efecto fue menos pronunciado que el efecto en la actividad quinasa.

El derivado TA de PKN-beta sirve como control inactivo como se muestra anteriormente, y como control para la
especificidad del anticuerpo anti-fosfo PRK para la fosfo-treonina en la posicion 718 (P*-PK).

El derivado KE de PKN-beta sirve como control deficiente de quinasa como se describe anteriormente. Su estatus
de fosforilacién aparece también afectado en alguna extension por el tratamiento con LY294002. Esto indica que la
quinasa, que es responsable de fosforilar la PKNbeta en la posicion 718, lo hace de un modo dependiente de PI 3-
quinasa.

Lo que es mds importante, este experimento muestra que la PKNbeta no solo se regula por la PI 3-quinasa por
medio de su nivel de expresién (véase Figuras 3 y 12), también se regula a nivel de su activacién. Estos descubrimientos
indican que la PKNbeta representa una diana posterior “perfecta” para la interferencia con una ruta de PI 3-quinasa
hiperactiva para la intervencién terapéutica, ya que es exquisitamente dependiente de la PI 3-quinasa, reguldndose por
ella a diversos niveles. Esto permite la generacién de compuestos que muestran un efecto distinto tanto en la proteina
PKN-beta como el dcido nucleico que la codifica. Incluso mds importante, esta clase de modulacién de actividad de
PKN-beta en la translacion mas que a nivel de transcripcidn, es decir, al nivel de la proteina expresada, parece ser mas
destacado y mdas duradero que el impacto al nivel de transcripcion.

El método de cribado adicional segiin la presente invencion se basa en este punto de vista particular y usa preferi-
blemente el ensayo de quinasa in vitro radiactivo y no radiactivo como lectura de salida.

Ejemplo 14
Seniales de localizacion de la PKN-beta

En este experimento, la localizacién de diversos derivados de PKN-beta se comparé a la localizacién de PKN-
beta natural. La Fig. 14 muestra dibujos, por lo cual la distribucién celular de PKNbeta y derivados de la misma tal
como PKN beta natural (Fig. 14A), derivado TA de PKN beta (Fig. 14B), derivado KE de PKN beta (Fig. 14C) y
deltaN de PKN beta (Fig. 14D) se investigd por microscopia de fluorescencia confocal. Los derivados recombinantes
marcados con HA de PKNbeta se expresaron de forma transitoria en células HeLa durante 48 h. Después del fijado y
la permeabilizacidn, se detectd la expresion de las proteinas recombinantes usando un anticuerpo anti-HA seguido por
un anticuerpo anti-ratén conjugado con FITC. Las células se tifieron marcando la actina citoesquelética con rodamina-
faloidina.
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Los resultados se representaron en las Figs. 14A a 14D, por lo cual el dibujo respectivo de cada lado izquierdo del
diplex de dibujos se relacioné a un dibujo de células en la excitacién especifica por FITC y el dibujo derecho ilustra
la mismas células en la excitacién usando una longitud de onda especifica para Rodamina-faloidina. La tintura con
FITC indica células transfectadas con la respectiva proteina recombinante. La tintura de Rodamina-faloidina muestra
células transfectadas y no transfectadas.

Como puede tomarse de la Fig. 14A, la PKN-beta natural se localiza predominantemente en el nicleo de la célula.
El sitio de fosforilacion mutante de TA de PKN-beta y el mutante KE, ambos son deficientes en quinasa, no se
concentran mds dentro del nicleo en comparacién con la PKN-beta natural, sino que se extienden bastante por toda la
célula. Finalmente, como se representa en la Fig. 14D, el derivado AN de PKN-beta, que carece del tercer N-terminal
de la molécula y es también deficiente en quinasa (véase Figura 9), estd esencialmente excluido del nicleo.

Estos datos indican que la verdadera localizacién nuclear de PKNbeta en el niicleo es dependiente de su capacidad
para actuar como una molécula quinasa activa e implica la presencia de su dominio N-terminal. Esto implica que la
PI-3 quinasa regularia también su localizacién celular.

Las caracteristicas de la presente invencién descritas en la memoria, el listado de secuencias, las reivindicaciones

y/o los dibujos pueden ser, o bien de forma separada o en cualquier combinacién de los mismos, material para realizar
la invencién en diversas formas de la misma.
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REIVINDICACIONES

1. El uso in vitro de proteina quinasa N beta o un fragmento de la misma, por el cual dicho fragmento desarrolla
los efectos de proteina quinasa N beta, como una diana posterior de la ruta de la PI 3-quinasa, preferiblemente como
una diana de farmaco posterior de la ruta de la PI 3-quinasa.

2. El uso in vitro de proteina quinasa N beta o un fragmento de la misma, por el cual dicho fragmento desarrolla
los efectos de una proteina quinasa N beta, como una diana posterior de la ruta de la PI 3-quinasa en un proceso de
cribado.

3. El uso de proteina quinasa N beta o un fragmento de la misma, por el cual dicho fragmento desarrolla los efec-
tos de la proteina quinasa N beta, para la fabricacion de un agente diagndstico para la diagnosis de una enfermedad,
por lo cual la enfermedad se selecciona del grupo que comprende cénceres metastaticos y Cualquier proceso patol6-
glco que implica la ruta de la PI 3-quinasa, por lo cual dicho proceso patoldgico consiste en cancer de endometrio,
carcinomas colorrectales, gliomas, adenocarcinomas, h1perp1a51as endometriales, sindrome de Cowden, carcinoma co-
lorrectal hereditario sin poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cdncer de mama-ovario, cincer de prostata, sindrome de
Bannayan-Zonana, LDD (sindrome de Lhermitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-hamartoma que incluyen la
enfermedad de Cow (CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones mucocutdneas tales como tri-
quilemomas, macrocefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, adenomas tiroideos, enfermedad
fibroquistica de la mama, gangliocitoma displésico cerebeloso, cdnceres de mama y de tiroides y carcinoma de células
grandes, carcinoma de células pequefias y carcinoma de células escamosas.

4. El uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la proteina quinasa N beta tiene una
secuencia de aminodcidos segtin la SEQ ID NO. 1 o segun la entrada de la base de datos PID g7019489 o entrada de
la base de datos gi 7019489, o una parte de las mismas.

5. El uso de un 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta, o un fragmento del mismo, por el cual dicho
fragmento desarrolla los efectos de la proteina quinasa N beta, para la fabricacién de un agente diagndstico para la
diagnosis de una enfermedad, por lo cual la enfermedad se selecciona del grupo que comprende cidnceres metastaticos
y cualquier proceso patolégico que implica la ruta de la PI 3-quinasa, por lo cual dicho proceso patolégico consiste en
céncer de endometrio, carcinomas colorrectales, gliomas, adenocarcinomas, hiperplasias endometriales, sindrome de
Cowden, carcinoma colorrectal hereditario sin poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cidncer de mama-ovario, cancer
de prostata, sindrome de Bannayan-Zonana, LDD (sindrome de Lhermitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-
hamartoma que incluyen la enfermedad de Cow (CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones
mucocutdneas tales como triquilemomas, macrocefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, ade-
nomas tiroideos, enfermedad fibroquistica de la mama, gangliocitoma displdsico cerebeloso, cdnceres de mama y de
tiroides y carcinoma de células grandes, carcinoma de células pequefas y carcinoma de células escamosas.

6. El uso segtin la reivindicacién 5, caracterizado porque la proteina quinasa N beta tiene una secuencia de
aminodcidos segtin la SEQ ID NO. 1 o segtin la entrada de la base de datos PID g7019489 o la entrada de la base de
datos gi 7019489, o una parte de las mismas.

7. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6, caracterizado porque el 4cido nucleico es un acido
nucleico segin la SEQ ID NO. 2 o segtn las entradas de la base de datos gi 7019488 o NM_01335, preferiblemente
N_01335.1.

8. El uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 0 6, en el que la proteina quinasa N beta estd codificada
por un 4cido nucleico segin la SEQ ID NO. 2 o segun las entradas de la base de datos gi 7019488 o N_01335,
preferiblemente N_01335.1.

9. El uso segun la reivindicacién 5, en el que la secuencia de dcido nucleico, salvo por la degeneracion del cédigo
genético, hibridaria al 4cido nucleico como se especifica en la reivindicacion 5.

10. El uso segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la secuencia de 4cido nucleico es una se-
cuencia nucleica que hibrida bajo condiciones astringentes a la secuencia de dcido nucleico o parte de la misma, segtin
la SEQ ID NO. 2 o segtin las entradas de la base de datos gi 7019488 o NM_01335, preferiblemente NM_01335.1.

11. El uso segtin una de las reivindicaciones 3 a 10, caracterizado porque la enfermedad estd caracterizada
porque las células que estdn implicadas en dicha enfermedad carecen de actividad PTEN, muestran un comportamiento
agresivo aumentado o son células de un tumor en una etapa tardia.

12. El uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11, en el que la enfermedad es un tumor en una etapa tardia.
13. Un método para el cribado de un agente para el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad y/o para la
fabricacion de un agente diagndstico para la diagnosis de una enfermedad, por la cual la enfermedad se selecciona del

grupo que comprende canceres metastaticos y cualquier proceso patoldgico que implica la ruta de la PI 3-quinasa que
comprende las etapas:
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a) proporcionar un compuesto candidato,

b) proporcionar un sistema de expresion para la proteina quinasa N beta y/o un sistema para detectar la actividad
de la proteina quinasa N beta;

c¢) poner en contacto el compuesto candidato con el sistema de expresién para la proteina quinasa N beta y/o el
sistema para detectar la actividad de la proteina quinasa N beta;

d) determinar si la expresion y/o la actividad de la proteina quinasa N beta se cambia bajo la influencia del com-
puesto candidato.

14. El método segun la reivindicacién 13, caracterizado porque el compuesto candidato estd contenido en una
biblioteca de compuestos.

15. El método segiin las reivindicaciones 13 o 14, caracterizado porque el compuesto candidato se selecciona del
grupo de clases de compuestos que comprende péptidos, proteinas, anticuerpos, anticalinas, dcidos nucleicos funcio-
nales, compuestos naturales y moléculas pequeiias.

16. El método segtin la reivindicacién 15, caracterizado porque los dcidos nucleicos funcionales se seleccionan
del grupo que comprende aptémeros, aptazimas, ribozimas, spiegelmeros, oligonucle6tidos antisentido y siARN.

17. El uso de un anticuerpo contra la proteina quinasa N beta o una parte de la misma cuyo anticuerpo interactia
con la proteina quinasa N beta o una parte de la misma, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o
prevencion de una enfermedad, por lo cual la enfermedad se selecciona del grupo que comprende cdnceres metastati-
cos y cualquier proceso patolégico que implica la ruta de la PI 3-quinasa, por lo cual dicho proceso patolégico consiste
en cancer de endometrio, carcinomas colorrectales, gliomas, adenocarcinomas, hiperplasias endometriales, sindrome
de Cowden, carcinoma colorrectal hereditario sin poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cidncer de mama-ovario, cancer
de préstata, sindrome de Bannayan-Zonana, LDD (sindrome de Lhermitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-
hamartoma que incluye la enfermedad de Cow (CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones
mucocutdneas tales como triquilemomas, macrocefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, ade-
nomas tiroideos, enfermedad fibroquistica de la mama, gangliocitoma displésico cerebeloso, cdnceres de mama y de
tiroides y carcinoma de células grandes, carcinoma de células pequeias y carcinoma de células escamosas.

18. EI uso de un anticuerpo contra la proteina quinasa N beta o parte de la misma cuyo anticuerpo interactia
con la proteina quinasa N beta o parte de la misma, para la fabricacién de un agente diagndstico para la diagnosis
de una enfermedad, por lo cual la enfermedad se selecciona del grupo que comprende de cdnceres metastaticos y
cualquier proceso patoldgico que implica la ruta de la PI 3-quinasa, por lo cual dicho proceso patoldégico consiste en
céncer de endometrio, carcinomas colorrectales, gliomas, adenocarcinomas, hiperplasias endometriales, sindrome de
Cowden, carcinoma colorrectal hereditario sin poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cdncer de mama-ovario, cincer
de proéstata, sindrome de Bannayan-Zonana, LDD (sindrome de Lhermitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-
hamartoma que incluyen la enfermedad de Cow (CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones
mucocutdneas tales como triquilemomas, macrocefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, ade-
nomas tiroideos, enfermedad fibroquistica de la mama, gangliocitoma displasico cerebeloso, canceres de mama y de
tiroides y carcinoma de células grandes, carcinoma de células pequefias y carcinoma de células escamosas.

19. El uso de un 4cido nucleico que interactda con la proteina quinasa N beta o una parte de la misma, para
el desarrollo de un medicamento para el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad, por lo cual la enfermedad
se selecciona del grupo que comprende cdnceres metastaticos y cualquier proceso patolégico que implica la ruta de
la PI 3-quinasa, por lo cual dicho proceso patoldgico consiste en cdncer de endometrio, carcinomas colorrectales,
gliomas, adenocarcinomas, hiperplasias endometriales, sindrome de Cowden, carcinoma colorrectal hereditario sin
poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cincer de mama-ovario, cdncer de prdstata, sindrome de Bannayan-Zonana,
LDD (sindrome de Lhermitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-hamartoma que incluyen la enfermedad de
Cow (CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones mucocutaneas tales como triquilemomas,
macrocefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, adenomas tiroideos, enfermedad fibroquistica
de la mama, gangliocitoma displasico cerebeloso, cdnceres de mama y de tiroides y carcinoma de células grandes,
carcinoma de células pequefias y carcinoma de células escamosas, y por lo cual el 4cido nucleico se selecciona del
grupo que comprende aptémeros y spiegelmeros.

20. El uso de un 4cido nucleico que interactiia con la proteina quinasa N beta o una parte de la misma, para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad, por lo cual la enfermedad
se selecciona del grupo que comprende cdnceres metastaticos y cualquier proceso patolégico que implica la ruta de
la PI 3-quinasa, por lo cual dicho proceso patoldgico consiste en cdncer de endometrio, carcinomas colorrectales,
gliomas, adenocarcinomas, hiperplasias endometriales, sindrome de Cowden, carcinoma colorrectal hereditario sin
poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cdncer de mama-ovario, cdncer de prostata, sindrome de Bannayan-Zonana,
LDD (sindrome de Lhermitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-hamartoma que incluyen la enfermedad de
Cow (CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones mucocutdneas tales como triquilemomas,
macrocefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, adenomas tiroideos, enfermedad fibroquistica
de la mama, gangliocitoma displasico cerebeloso, cdnceres de mama y de tiroides y carcinoma de células grandes,
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carcinoma de células pequefias y carcinoma de células escamosas, y por lo cual el 4cido nucleico se selecciona del
grupo que comprende aptdmeros y spielgemeros.

21. El uso de un dcido nucleico que interactiia con proteina quinasa N beta o una parte de la misma, para la fa-
bricacién de un agente diagnéstico para la diagnosis de una enfermedad, por lo cual la enfermedad se selecciona del
grupo que comprende cdnceres metastaticos y cualquier proceso patolégico que implica la ruta de la PI 3-quinasa, por
lo cual dicho proceso patoldgico consiste en cancer de endometrio, carcinomas colorrectales, gliomas, adenocarcino-
mas, hiperplasias endometriales, sindrome de Cowden, carcinoma colorrectal hereditario sin poliposis, sindrome de
Li-Freumene, cdncer de mama-ovario, cancer de prostata, sindrome de Bannayan-Zonana, LDD (sindrome de Lher-
mitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-hamartoma que incluyen la enfermedad de Cow (CD) y el sindrome
de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones mucocutdneas tales como triquilemomas, macrocefalia, retraso mental,
harmatomas gastrointestinales, lipomas, adenomas tiroideos, enfermedad fibroquistica de la mama, gangliocitoma dis-
plasico cerebeloso, cdnceres de mama y de tiroides y carcinoma de células grandes, carcinoma de células pequefias y
carcinoma de células escamosas, y por lo cual el dcido nucleico se selecciona del grupo que comprende aptémeros y
spiegelmeros.

22. El uso de un 4cido nucleico que interactia con un 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta o
una parte de la misma, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad,
por lo cual la enfermedad se selecciona del grupo que comprende cdnceres metastaticos y cualquier proceso patold-
gico que implica la ruta de la PI 3-quinasa, por lo cual dicho proceso patolégico consiste en cancer de endometrio,
carcinomas colorrectales, gliomas, adenocarcinomas, hiperplasias endometriales, sindrome de Cowden, carcinoma co-
lorrectal hereditario sin poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cdncer de mama-ovario, cancer de prostata, sindrome de
Bannayan-Zonana, LDD (sindrome de Lhermitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-hamartoma que incluyen
la enfermedad de Cow (CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones mucocutdneas tales como
triquilemomas, macrocefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, adenomas tiroideos, enferme-
dad fibroquistica de la mama, gangliocitoma displdsico cerebeloso, cdnceres de mama y de tiroides y carcinoma de
células grandes, carcinoma de células pequefias y carcinoma de células escamosas, y por lo cual el dcido nucleico que
interactda es un oligonucledtido antisentido, un ribozima y/o siARN.

23. El uso de un 4cido nucleico que interactia con un 4cido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta o una
parte de la misma, para la fabricacién de un agente diagndstico para la diagnosis de una enfermedad, por lo cual la
enfermedad se selecciona del grupo que comprende cdnceres metastaticos y cualquier proceso patoldgico que implica
la ruta de la PI 3-quinasa, por lo cual dicho proceso patolégico consiste en cancer de endometrio, carcinomas colorrec-
tales, gliomas, adenocarcinomas, hiperplasias endometriales, sindrome de Cowden, carcinoma colorrectal hereditario
sin poliposis, sindrome de Li-Fraumene, cdncer de mama-ovario, cincer de préstata, sindrome de Bannayan-Zona-
na, LDD (sindrome de Lhermitte-Duklos), enfermedades de macrocefalia-hamartoma que incluyen la enfermedad
de Cow (CD) y el sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Rily (BRR), lesiones mucocutdneas tales como triquilemomas,
macrocefalia, retraso mental, harmatomas gastrointestinales, lipomas, adenomas tiroideos, enfermedad fibroquistica
de la mama, gangliocitoma displdsico cerebeloso, canceres de mama y de tiroides y carcinoma de células grandes,
carcinoma de células pequefias y carcinoma de células escamosas, y por lo cual el dcido nucleico que interactia es un
oligonucle6tido antisentido, un ribozima y/o siARN.

24. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 22 a 24, caracterizado porque el dcido nucleico que codifica
la proteina quinasa N beta o una parte de la misma es el cADN, mARN o hnARN.

25. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 22 a 25, por el que el 4cido nucleico que interactda es siARN
que tiene una longitud de 15 a 25 nucleétidos.

26. El uso segtn cualquiera de las reivindicaciones 17 a 26, por el que la proteina quinasa N beta y/o el dcido
nucleico que codifica la proteina quinasa N beta es una descrita en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

27. El método segtin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, en el que la proteina quinasa N beta y/o el dcido
nucleico que codifica la proteina quinasa N beta es la que se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

28. El uso de un equipo para la caracterizacién in vitro de una enfermedad o un proceso que se selecciona del
grupo que comprende cdnceres metastaticos y cualquier proceso patolégico que implica la ruta de la PI 3-quinasa, por
lo cual dicho equipo comprende al menos un agente que se selecciona del grupo que comprende la proteina quinasa N
beta o una parte de la misma, por lo cual dicha parte desarrolla los efectos de la proteina quinasa N beta, anticuerpos
especificos para la proteina quinasa N beta o una parte de la misma, por lo cual dicha parte desarrolla los efectos
de la proteina quinasa N beta, polipéptidos que interactian con la proteina quinasa N beta o una parte de la misma,
por lo cual dicha parte desarrolla los efectos de la proteina quinasa N beta, polipéptidos que interactdan con un acido
nucleico que codifica la proteina quinasa N beta o una parte de la misma, por lo cual dicha parte desarrolla los efectos
de la proteina quinasa N beta, dcidos nucleicos que interactian con la proteina quinasa N beta o una parte de la misma,
por lo cual dicha parte desarrolla los efectos de la proteina quinasa N beta, dcidos nucleicos que interactian con un
acido nucleico que codifica la proteina quinasa N beta o una parte de la misma, por lo cual dicha parte de la proteina
quinasa N beta desarrolla los efectos de la proteina quinasa N beta, y opcionalmente al menos otro compuesto.
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<110> atugen AG
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> uso adicional de la proteina quinasa N beta

<130> A 19015 PCT

<160> 12

<170> PatentIn version 3.1

<210>1

<211> 889

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> RASGO MISCELANEO

<222> (1)...(889)

<223> proteina quinasa N beta (PKN beta)

<400> 1

Met Glu
1

Glu Asp

Ile Lys

His Leu
50

Glu Gln
&S

Pro Gly

Pro Trp

Gla Leu

His Thr
130

Ala Glrp
145

Glu Gly

Glu Lys
20

Glu Gly
a5

Gly His

Leu His

Pro Gly

Ala Glu

100

His Val
118

Cys Ala

Gln Met

Ala

Glu

Vval

val

Cly

Pro

8S

Gla

Glu

Ser

Leu

Pro Arg Gln Pro Gly Pro Ser Gln Trp Pro Pro
10 15

Val Ile Axg Arg Ala Ile
25

Gln Lys Glu Leu Lys
30

Glu Asn Leu Arg
40

Arg Val Ala Thx Asp Arg Arg
45

Gln Cln Leu Leu
55

Arg Ser Ser
60

Asn Arg Arg Leu

Leu Hig
75

Ala Arg Ile Leu Leu

80

Glu Leu Arg Glu
70

Pra Val Ala

80

Gly Pro Ala Glu Ser Gly Pro Arg

95

His Iesu Glu Ala Leu Arg Arg
110

Liau Arg Ala Avrg
105

Glu Asn Met Thr
125

Leu Lys Val Lys
120

Gln Gly Ala

Gly Thr Pro Lys Glu Arg Leu Leu Ala Ala

13s

Lys
140

Arg Asp Ser Qln
150

Leu Lys
155

Val Ala Leu Leu Arg
160
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Met Lys Ile Ser Sex

165

Glu Leu Leu Ala Glu

180

val Ala Glu Gly Ala

Thr

8er

a25

Glu

Ir2u

Lys

Glon

Ala

305

Asp

Ser

Glu

Phe
385

195

Gln Asp Arg
210

Ser Gln Lys

Gln Leu Pro

Arg Ala Ala
260

Pro Thr Ala
275

Gln Leu Leu
290

Ser Sar Pro

Gly Axg Gly

Asn Brg Val
340

Trp Asp Gln
35§

Ile Gly Vval
370

Leu Arg Leu

Lys

Lea

245

val

Ser

Glu

az25

val

Thr

His

Glu

405
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Leu

Glu

Lys

Ala

Asp
230

Ala

Glu

310

aly

Phe

Trp

Rsp
390

i Ser Lag Val Pro Gln

Glu Ala Ser

Lex Gln His
185

Asn Val VvVal
200

Leun Ala Glu
215

Leu Leu Arg

His Pro Le=u

Gly Tyr Pro
265

Gly Thr Leu
280

val Pro Gly
295

Gly Trp Leu

Ala Ser Glu

Gln Thr Gly
345

Val Ile Pro
360

Arg Asp Txp
375

Phe Lau Asp

Gly fer Pro Glu
170

Arg Len His Val

Lys Leu Leu Ser

205

Ala Gln Ala Gln
2240

Leu Ala Leu Glu
238

Arg Sex Arg Val
250

Gln Pro Sar Gly

Gln Val Arg Leu
285

Arg Sex Pro Ala
300

Arg Thr Lys Ala
315

val Leu Ala Val
330

Trp Gly Gln val

Leu Glu Arg Ala
365

Arg Gin Leu Cys
aeo

Asn Ala Cys His
395

Gly Leu Leu Phe Ala Gla Val

41¢

Pro Gly Pro
175

Glu Ala Ala
180

Ser Arg Arg

Leu Gla Glu

Gln Leu Leu
240

Thr Arg Glu
a58

Thr Pro Val
270

Leu Gly Cys

Ala Ala Leu

Lys His Glun
az0

Leu Lys val
335

Ala Glu Gln
350

Arg Glu Leu

Gly val ala

Gln Leu Ser
400

Thx Phe Cys
418
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Asp Pro val

Phe Ber Lys
435

Leu Gly Met
450

Cye Ser Ser
465

Pro Thr Thx

Leu Pro Lys

Pro Pro Ary
51§

Arg Thr Lys
530

Pro Pro Ala
545

Cys Leu Ala

Gln Phe lLys

‘Gln Glu Val

595

Arg Ile Leun
€10

Leu Leu Val
625

Phe val Pro

Pro Glu Pro

Ile
420

Arg

Ala

Leu

Lys
500

Leu

Arg

Ser

Val

Gly

580

Leu

Glu

Gly

Gln
660
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Glu Arg Axg Pro Arg Leu Gln Arg Gln Glu Arg

Arg

Ala

Ser

485

Pro

Pro

Leu

565

Ser

Ala

Gly
64S

Ala

425

Gly Gln Asp Phe

Trp Gly
455

Thr Ile
470

Glu Ala

Pro Leu

Leu Pro

His Met
535

Thr Arg
550

Gly Arg

Gly Lys

Arg Asp

Val Gly
615

@Gln Thr
630

Asp Leu

440

Arg Leu

Sexr Pro

Ser Asp

Gly Glu

508

Gln Glu
520

Leu

Val

Pro

Pro

450

Glu

Pro

Glu Pr¢ Arg

Lys Pro

Gly His

Tyx Tyr
585

Glu Ile
600

Cys Thr

Ser Ber

Met Mat

Pro

Phe

570

Ala

Glu

Gly

His

Gln
650

Axg Phe Tyr Val Ala

665

Arg Arg Ser
445

Met Asn Len

460

Lys Gly Cys
475

Ala Thr Pro

Met Thr Pro

Thr Ser Glu
528

Thr Arg Arg
540D

Arg Leu Gln
558

Gly Lys val

Ile Lys Ala

Ser Leu Tyr
605

¥is Pro Fhe
620

Alz Arg Phe
835

Ile His Glu

Cys Val Val

430

Gln

leu

Ser

Pro

510

GQlu

Gly

Asp

Leu

Leu

590

Leu

val

Asp

Leun
670

Met

Pro

Arg

Asn

495

Thr

Phe

Leu
575

Lys

Glu

Leu

val
655

Gly

Lle

Pro

480

Phe

Lys

Pro

Ser

560

val

Lys

Lys

Ber

Glu

€40

Phe

Leu
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Gin

Leu
705

Gly

Thr

Gln
785

Phe

Pro

Glu

His
865

Phe

<210>2
<211> 2670
<212> ADN

Phe

Leu
690

Cys

Gln

Val

770

Gly

Leu

Phe

Pro

Gly

850

Ser

val

<213> Homo sapiens

<220>
<221> mARN

Leu His
675

Leu Leu

Lys Glu

Pro Glu

Ala val

740

Gly Glu
755

Ile val

Leu Glu

Gly Ala

Arg Thr

820

Phe Vval

835

Glu Phe

Leu Leu

Ser Glu

ES 2319894 T3

Glu Lys Lys Ills
680

Asp Ala Gln Gly
695

Gly Ile Gly Phe
710

Phe Leu Ala Pro
725

Asp Trp Trp Ala

Cys Pro Phe Pro
760

Asn Met Asp Ala
775

Phe Ile Gln Lys
790

Gly Glu Gln Asp
805

Thr Asn Trp Gln

Pro Thr Leu Cys
840

Thr Gly L8u Pro
855

Thr Ala Arg Gln
870

Arg Phe Leu Glu
885

Ile Tyr Arg Asp lLeu Lys Leu Asp

Fhe Leu

Gly Asp

Glu val

730

Leu Gly
745

Gly Asp

Pro Tyr

Leu Leu

Ala Glu

810

Ala Leu

825

Gly Pro

Pro Ala

Gln Ala

Pro

Lys

715

Leu

val

Thr

Pro

Gln

795

Glu

Leu

Ala

Leu

Ala
875

Ile
700

Thr

Thr

Leu

Glu

Gly
780

Lys

Ile

Ala

Asp

Thr
860

€85

Ala

Ser

Gln

Leu

Glu

‘765

Phe

Lys

Leu
845

Pro

Asp Phe Gly

Thr Phe Cys
720

Elu Ala Tyx
738

Tyr Glu Met
750

Glu val Phe

l.eu Ser Val

Pro Glu Lys
800

val Gln Pro
815

Thr Ile Gln
830

Arg Tyr Phe

Pro Ale Pro

FPhe Arg Asp Phe 2Asap

B8O
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<222> (1)...(2670)
<223> mARN/cADN de PKN beta

<400> 2

atggaggagg
gaggtgatce
cggegegtag
aaccgeeges
cceggecctg
cagcetcaggg
aaacaggggy
ctocttgcag
atgaagatca
gaggagctac
gtgaaactgce
cagctacagg
gagcaactgc
gtgcectggat
ctgcaggtee
gcggecegoac
cgtggecgag
gtggggcaga
ccactggagce
tgtggegtyg
ctcagectgg
gagaggegage
ttecctgagge
ctgctgcees
ccaacaacac
accocctrgyg
gagccaacat
cgtgggecat
tgecttagotg

acagggaaat

gggcgeegeg
gcogggecat
ccacagaccg
tggagcaget
ggcctggeee
ctcggeacct
ctgagaacat
ctgceccagea
geagcectgga
agcatcgact
ttagtagceg
agtcctctca
ctcctgeeca
acceccageo
geetcctggg
tggecagcag
gogagettge
cgggctgggy
gagcecgtga
ccttectgeg
taccgeaggg
ceceggetgea
gttegeagat
cetgoagete
tgcdagagyc
gtgaagagat
cegaggagac
ctccaccage
tgctgggecy

actacgccat
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gcageetggg
ccagaaagag
ceogeeacttg
gcatggcgag
agctgagecet
agaggctcte
gacccacacy
gatgetgegy
aggccagtgag
gcacgttgag
gagaacacag
gaaactggac
ccctttgege
tteagggaca
ctgtgaacag
cccetecgag
cagtgaggty
geaggtggece
getggagatt
acttgaagac
actgettttt
gaggcaggaa
gaacctegge
cccgageaca
ctctgacccet
gacaccocca
teegegeace
ctocceccace
gggacacttt

casagcacty

ccgagecagt
ctgaagatca
ggccatgtge
ctgegggage
gtggccteag
cggaggcage
tgcgecagtg
gacagccage
tecoceggage
gecageggtgg
gaccgoaagg
ctectgegee
agcagagtga
cetgtgaagce
ttgetgacag
ggctggotre
ctggetgtge
gaacagtect
ggggtacact
ttecetggaca
gcecaggtga
cgcatcttet
atggeggect
atcageceece
gccactecca
cceaageeec
aaacgtccoe
aggaaaccco
agggaaggtce

aagaagcagg

ggcccecaga
aggagggggt
agcagctget
tgcacgcocyg
gacceeggee
tgcatgtgga
gcacccccaa
tgaaggtgyge
cagggcctga
ctgagggege
cactggctga
tggocttgga
cccgagagtet
ccaccgeect
ccgtgeetgg
ggaccaagge
tasaggtgga
gggaccagac
ggcgggactg
atgcctgtca
ccttetgega
ctaaacgcag
gggggegect
ctaaaggatg
gtaatttcct
cacgecketa
atatggagcee
ctoggettea
tecctggtoeca

aggtgctcag

ggatgagaag
ggagaacctg
geggtectee
aatcetgetg
gtgggcagag
gctgaaggtg
ggagaggaag
coctgetgegy
gctactggeg
caagaacgtg
ggcceaggec
geagetgetyg
gegggctgceg
aacagggaca
gegeteoccea
caagcaccag
caaccatgtt
ctttgtoatc
gcggcageta
ccaactgrcce
tectgteatt
aggcecaggac
cgtcatgmac
cecteggace
gcccaagaag
cctececeay
taggactoga
ggacttcecge
gttcaagggy

cegygacgag

60

180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
260
1030
1080
1140
1200
1280
1320
1380
1440
2500
1580
1620
1680
1740
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atagagagce
ttectgetet
tttgtgeetg
gceegettet
atttacaggg
gcagactity
ggcaccoegg
gactggtggg
ggggacacay
tttctatocag
cgecteggag
accaactgge
gaccetgegg

ccacctgeac

tgtactgega
ceeteattgt
gtggtgacct
acgrgaettyg
acctgaagtt
gactctgcaa
agttesctgge
cgrtgggtygt
aggaagaagh
tgoaaggact
caggtgagca
aagcectget
acctgegeta

ccracagest

ES 2319894 T3

gangcggate

ctgcttcoag
catgatgcag
tgttgteoty
ggataaccet
ggaagggatc
toecgaggtg
getgotctac
gtttgactge
tgagtticatt
ggatgcedgad
cgoccgeace
ctttgagage

eetcactgee

tttgtgtecag agegattcct ggaacccetga

<210>3
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (1) .. (6)

<223> ARN

<220>
<221> rasgo misceldneo
<222>(7) ... (15)

<223> AND unido a través de uniones fosforotioato

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (16) ... (21)
<223> ARN

<400> 3

ggagguccag tttctgagag g

ctoggaggcetg
acctecages
atccacgagg
gggetgoagt
ctaccggatg
ggetteggoy
ctgacoecagyg
gagatgcteg
atcgtcaaca
cagaagcoked
gagatcaagg
atceagecoces
gagttcacag

cgccaacagg

tgggetigead
atgececegekt
atgtettcee
tecttacacga
ceccagggatt
accggactay
aggcatacac
tgggtgagty
tggacgceceo
tocagaagtg
tecagecatt
ccktegtgee
ggctgecgee

cegeetteey

agggeacect
tgtgactgag
cgagceecag
gaagaagate
cetgaagatbe
caccttetgt
acaggecegte
ccogtteooca
ctacceegge
cceggagaay
cttecaggace
taccoctgtgt
tgeccetgaco

ggackteogac

1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2870

21
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<210>4

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (1) .. (6)

<223> ARN

<220>

<221> rasgo misceldneo

<222>(7) .. (15)

<223> ADN unido a través de uniones fosforotioato

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (16) .. (21)
<223> ARN

<400> 4
uguuucacct tcagcuccac a

<210> 5

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222>(1)..(7)

<223> ARN

<220>

<221> rasgo misceldneo

<222> (8) ... (16)

<223> ADN unido a través de uniones fosforotioato

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (17) .. (23)
<223> ARN

21
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<400> 5
aggacaacac aagccacgua gaa

<210> 6

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222>(1)..(7)

<223> ARN

<220>
<221> rasgo miscelaneo
<222>(8) ... (16)

ES 2319894 T3

<223> ADN unido a través de uniones fosforotioato

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (17) ... (23)
<223> ARN

<400> 6
gcucugacac aaagtcgaag ucc

<210>7

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<220>

<221> rasgo miscelaneo
<222> (1) ... (7)

<223> ARN

<220>
<221> rasgo misceldneo
<222> (8) ... (16)

<223> ADN unido a través de uniones fosforotioato

<220>
<221> rasgo misceldneo
<222> (17) ... (23)

23

23
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<223> ARN
<400> 7

gcagucaaac acctctuccu cug

<210> 8

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleétido antisentido

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (1) ... (6)

<223> ARN

<220>

<221> rasgo misceldaneo

<222>(7) .... (15)

<223> ADN unido a través de uniones fosforotioato

<220>

<221> rasgo misceldneo

<222> (16) ... (21)

<223> ADN unido a través de uniones fosforotioato

<400> 8
caacacggtt gtccaccuuu a

<210>9

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<220>

<221> rasgo misceldaneo
<222> (1) ... (6)

<223> ARN

<220>

<221> rasgo misceldneo

<222>(7) ... (15)

<223> ADN unido a través de uniones fosforotioato

<220>

23

21
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<221> rasgo misceldneo
<222> (16) ... (21)
<223> ARN

<400> 9
ucagugcttt gatggcguag u

<210> 10

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (1) ... (6)

<223> ARN

<220>

<221> rasgo misceldneo

<222>(7) ... (15)

<223> ADN unido a través de uniones fosforotioato

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (16) ... (21)
<223> ARN

<400> 10

cuucucgcag tacaggeucu ¢

<210> 11

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (1) ... (6)

<223> ARN

<220>

<221> rasgo misceldneo

<222>(7) ... (15)

<223> ADN unido a través de uniones fosforotioato

10

21
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<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (16) ... (21)
<223> ARN

<400> 11
caagacgctt gtgcacguuu a

<210> 12

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleétido antisentido

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (1) ... (6)

<223> ARN

<220>
<221> rasgo misceldneo
<222>(7) ... (15)

ES 2319894 T3

<223> ADN unido a través de uniones fosforotioato

<220>

<221> rasgo misceldneo
<222> (16) ... (21)
<223> ARN

<400> 12

ucagagctta gttggcguug u

11

21

21
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