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DESCRIPCION

Cuantificacion protedmica de la uniéon de pequefias moléculas a proteinas celulares diana

Campo de la invencién

La presente invencion esta relacionada con métodos para la evaluacion y/o cuantificacion de la
afinidad de unién de moléculas pequefias u otros compuestos a componentes diana contenidos dentro
de un analito, tales como proteinas diana contenidas dentro del proteoma de una célula o tejido.

Antecedentes de la invencion

La industria farmacéutica en la actualidad se enfrenta a dos retos fundamentales en su procedimiento
de desarrollo de farmacos, concretamente la identificacion de proteinas diana apropiadas para
intervencion en enfermedad y la identificacion de candidatos a farmaco de alta calidad que actian
especificamente en estas dianas. Estos dos retos son de maxima importancia en el disefio de
medicinas exitosas.

La intervencion con compuestos de bajo peso molecular representa un concepto terapéutico
fundamental para el tratamiento de trastornos humanos. Debido a sus papeles clave en los procesos
de transduccion de sefial implicados en la aparicion y progreso de enfermedades severas tales como
canceres humanos, diversos miembros de la superfamilia de enzimas proteina quinasa se han fijado
considerablemente como objetivos por moléculas pequefias que interrumpen sus funciones cataliticas.
Estos esfuerzos en el desarrollo de farmacos han proporcionado una plétora de herramientas para la
diseccion de la sefializacion celular mediante enfoques genéticos quimicos. A diferencia de la
inactivacion genética clasica, la inhibicion de moléculas pequefias puede modular selectivamente la
actividad catalitica de una proteina quinasa de un modo que es rapido, ajustable y, en la mayoria de
los casos, reversible. Ademas, muchas interacciones proteina-proteina formadas mediante proteinas
quinasas se preservan en presencia de antagonistas de moléculas pequefas y pueden por lo tanto
diseccionarse a partir de sus funciones cataliticas.

A pesar de estas obvias ventajas, los antagonistas de moléculas pequefas desarrollados para la
inhibicion de quinasas tienen el potencial de inactivar varias dianas en células intactas, debido a
elementos estructurales comunes que se encuentran en los dominios cataliticos de diferentes
proteinas quinasas o incluso miembros de otras familias enzimaticas. La selectividad de los
inhibidores de quinasa puede evaluarse mediante actividad paralela in vitro o ensayos de union para
grandes cantidades de proteinas quinasas recombinantes (Fabian, M.A. et al., Nat. Biotechnol. 23,
329-36 (2005); Davies, S.P. et al., Biochem. J. 351, 95-105 (2000)). Este enfoque proporciona sin
duda datos cuantitativos y valiosos acerca de la selectividad de los farmacos, pero tiene dos
limitaciones principales: Primero, ademas de una parte significativa del complemento de proteina
quinasa (= el quinoma), las dianas potenciales de otras clases enzimaticas estan poco representadas
o completamente ausentes de estos formatos de cribado. En segundo lugar, y quizas de forma mas
importante, la coleccion de quinasas recombinantes incluidas en un panel de selectividad no se ajusta
al perfil celular de dianas potenciales expresadas en, por ejemplo, un sistema celular en el que se
investigan los efectos biolégicos de un inhibidor de quinasa.

Estos defectos pueden abordarse con enfoques proteémicos, que emplean compuestos inmovilizados,
por ejemplo, inhibidores de quinasa, para la purificacion selectiva por afinidad de proteinas diana en
combinacion con la identificacion de proteinas, por ejemplo, mediante espectrometria de masas (MS).
Esta sencilla técnica se ha usado con éxito para identificar los componentes diana de diversos
inhibidores de quinasa en extractos celulares. Sin embargo, la identificaciéon de componentes diana
estaba limitada en el sentido de que las afinidades del inhibidor hacia sus parejas de union celular no
pudieron inferirse a partir de los datos de MS. Para obtener informacién cuantitativa adicional, fue
necesario recurrir a ensayos de actividad in vitro secundarios para identificar las dianas de inhibidor
que eran inhibidas potentemente y por lo tanto eran potencialmente relevantes para las acciones
celulares observadas del farmaco. Sin embargo, en la practica, es un desafio evaluar el espectro
completo de dianas de una molécula pequefia de farmaco debido al hecho de que las proteinas
recombinantes requeridas no estan todas disponibles o los ensayos in vitro demuestran ser dificiles de
establecer.

El documento US 5324633 describe un método para medir la afinidad de unién de un receptor a un
ligando, de manera que un conjunto de polimeros, que se sintetizan o inmovilizan en un sustrato, se
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exponen a un receptor marcado con fluorescencia en soluciones de diversa concentracion y la
intensidad de fluorescencia del receptor marcado se mide por medio de, por ejemplo, un contador de
fotones que usa microscopia confocal. Un método para identificar dianas de SB 203580 mediante la
inmovilizacién de un analogo de SB 203580 adecuado y cromatografia de afinidad se describe en
Godl et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Dec 23; 100(26):15434-9, que permitio el enriquecimiento
e identificacion de dianas de proteina quinasa de SB 203580. Una técnica general libre de
radiomarcaje sin modificacion o inmovilizacion de los compuestos o de la proteina diana para clasificar
las afinidades de union proteina-ligando y determinar la competicién alostérica contra la de sitio de
union directa en mezclas de compuestos se describe en Annis DA et al., J Am Chem Soc. 2004 Dec 1;
126(47):15495-503. El documento US 2007087348 (A1) describe un método para determinar uno o
mas parametros cinéticos de unidn entre un primer miembro de unién y un segundo miembro de union
mediante la adsorcién del primer miembro de unién a una superficie en una pluralidad de micropuntos.
El segundo miembro de unién se presenta después al primer miembro de unién en cada uno de los
micropuntos, existiendo una pluralidad de combinaciones de densidad de superficie del primer
miembro de unién y concentraciéon del segundo miembro de union entre la pluralidad de micropuntos.
Se obtienen después datos indicativos de una reaccién de unién entre el primero de los micropuntos y
se analizan para obtener uno o mas parametros cinéticos de la unién entre el primer y segundo
miembros de unién. Valsasina B ef al., da una visiéon de conjunto de algunos ejemplos de perfilacion
de selectividad de quinasas mediante cromatografia por afinidad con el inhibidor (Expert Rev
Proteomics. 2004 Oct; 1(3):303-15). Un método de espectrometria de masas por seleccion de afinidad
(AS-MS) para medidas cuantitativas de afinidad de unién proteina-ligando (Kd) en grandes bibliotecas
de compuestos, mediante el que la capacidad de un ligando de valoracion para desplazar un miembro
de la biblioteca unido a diana, como se midi6 mediante MS, revela la clasificacion de afinidad del
componente de la mezcla con relacién a compuestos “calibrantes por afinidad interna” de afinidad
conocida para la diana CDK2 se describe en Annis DA et al., Anal Chem. 2007 Jun 15; 79(12):4538-
42.

Lowe y colaboradores determinan la constante de disociacion (K.) de lactato deshidrogenasa
(componente diana del analito) para 5-AMP inmovilizado (ligando inmovilizado) en presencia de un
NADH competidor en condiciones de lote. Basandose en volimenes de elucion K. puede calcularse,
siempre que K; sea conocido (C. R. Lowe, et al., Eur. J. Biochem., 1974, Vol. 42, paginas 1-6).

El conocimiento exhaustivo de las proteinas celulares marcadas como objetivo por la intervencion de
moléculas pequefias es un prerrequisito para definir interacciones quimico biolégicas a nivel molecular
(Daub, H. et al., Assay Drug Dev. Technol. 2, 215-24 (2004); Fabian, M. A. et al., Nat. Biotechnol. 23,
329-36 (2005)). Aunque las técnicas de purificacion por afinidad junto con la espectrometria de masas
(MS) se han usado exitosamente para identificar las proteinas interactuantes de inhibidores de
moléculas pequefas inmovilizadas, estos enfoques previos protedmicos no suministrando informacién
de afinidades de dianas celulares (Godl, K. ef al., PNAS U.S.A., 100, 15434-9 (2003); Brehmer, D. et
al., Cancer Res. 65, 379-82 (2005); Daub, H., Biochim. Biophys. Acta 1754, 183-90 (2005)).

Existe por lo tanto la necesidad de métodos de proteémica que permitan la evaluacién o determinacion
directa cualitativa y/o cuantitativa de interacciones de compuesto-componente diana, por ejemplo,
interacciones inhibidor-proteina diana. También existe la necesidad de métodos del tipo mencionado
anteriormente que pueden adaptarse para aplicaciones de alto rendimiento.

Descripcion Resumida de la Invencién

La presente invencion se define en su sentido mas amplio por las reivindicaciones anexas.

Los objetos anteriores se resuelven mediante los métodos de acuerdo con la presente invenciéon. En
virtud de estos métodos, es posible ahora determinar inmediatamente las afinidades de unién de un
compuesto diana, tal como un inhibidor, hacia sus parejas de unién celular, bien cualitativa o bien
cuantitativamente, sin tener que recurrir a union secundaria in vifro o ensayos de actividad. Los
métodos de la invencién permiten adicionalmente la clasificacion de un gran numero de lineas
celulares de un compuesto inmovilizado de acuerdo con sus afinidades y ademas evaluar sus
propiedades de unién competitiva con relacién a un inhibidor distinto sin inmovilizacién adicional. Esto
se demuestra ejemplarmente en la presente memoria en mas de 100 dianas celulares de inhibidores
de quinasa. Los nuevos métodos son ampliamente aplicables y permiten la caracterizacion sencilla y
rapida de interacciones farmacoldgicas y farmacocinéticas y/o funciones de cualquier tipo de
moléculas pequefas u otros compuestos de interés en diversos sistemas bioldgicos.
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Asi pues, en un aspecto, la invencion proporciona un método para evaluar la afinidad de unién de un
componente diana de un analito a un compuesto que comprende (a) poner en contacto una primera
alicuota del analito con un soporte sélido en el que se inmoviliza el compuesto; (b) poner en contacto
una segunda alicuota del analito con un soporte solido del tipo usado en la etapa (a), separar
posteriormente la segunda alicuota del analito de dicho soporte sélido; (c) volver a poner en contacto
el analito separado del paso (b) con un soporte sélido del tipo usado en la etapa (a); (d) determinar las
cantidades del componente diana unido al soporte sélido en las etapas (a) y (c); y (e) comparar la
cantidad de componente diana unido al soporte sélido en la etapa (a) con la cantidad de componente
diana unido al soporte solido de la etapa (c), en donde la comparacion de la etapa (e) se utiliza para
determinar el valor de Kd de la unién de dicho compuesto inmovilizado a dicho componente diana. Los
métodos de acuerdo con este aspecto también se denominan en la presente memoria como métodos
de acuerdo con IVA2 (In Vitro Association: Composicion 2).

Aunque no es estrictamente obligatorio, el método anterior puede comprender adicionalmente la etapa
de poner en contacto una tercera alicuota de dicho analito con un soporte sélido del tipo usado en la
etapa (a), que no tiene, sin embargo, dicho compuesto inmovilizado en él y determinar la cantidad de
componente diana unido a dicho soporte solido. Esta etapa puede servir como control negativo
mediante el que puede determinarse la unién posiblemente inespecifica de los componentes diana del
analito al soporte sélido a diferencia de la unién especifica del mismo al compuesto inmovilizado de
interés.

En consecuencia, la etapa (e) del método anterior puede comprender adicionalmente comparar las
cantidades del componente diana unido al soporte solido a las etapas (a) y (c) con la cantidad de
componente diana unido a dicho soporte sélido que no tiene dicho compuesto inmovilizado en él.
Como alternativa, la etapa (e) puede comprender comparar las cantidades de componente diana unido
al soporte solido en las etapas (a) y (c) con una cantidad de componente diana unido
inespecificamente al material de soporte habiéndose determinado previamente o teniendo aun que
determinarse dicha cantidad en un experimento o experimentos independientes o se determina por
otros medios, tales como calculo o extrapolacion de datos preexistentes, por ejemplo, datos
disponibles de la bibliografia o datos aun por obtener.

En una realizacion preferida, se realizan simultdneamente las etapas de contacto (a) y (b) y
preferiblemente también la etapa de contacto relativa a la tercera alicuota del método anterior. Como
alternativa, pueden realizarse simultaneamente la etapa de contacto (a) y la etapa de recontacto (c) y
preferiblemente también la etapa de contacto relativa a la tercera alicuota del método anterior pueden
realizarse simultaneamente.

En un aspecto adicional relacionado la invencién proporciona un método para evaluar la afinidad de
union de un componente diana de un analito a un compuesto que comprende (a) poner en contacto
una primera alicuota del analito con un soporte sélido en el que se inmoviliza el compuesto; (b) poner
en contacto una segunda alicuota del analito con un soporte sélido del tipo usado en la etapa (a) en el
que dicho compuesto se inmoviliza, sin embargo, a una mayor concentracién que en (a); (c) poner en
contacto una tercera alicuota del analito con un soporte sélido del tipo usado en la etapa (a) en el que
dicho compuesto se inmoviliza, sin embargo, a una concentraciéon mayor que la etapa (b); (d)
determinar las cantidades de componente diana unido al soporte sdlido de las etapas (a), (b) y (c); y
(e) comparar las cantidades de componente diana unido al soporte sélido en las etapas (a), (b) y (c),
en donde la comparacion de la etapa (e) se utiliza para determinar el valor de Kd de la union de dicho
compuesto inmovilizado a dicho componente diana. Los métodos de acuerdo con este aspecto
también se denominan en la presente memoria métodos de acuerdo con IVA1 (In Vitro Association:
Composicion 1).

Se pondra de manifiesto que la etapa (c) del método anterior no es estrictamente obligatoria, puesto
que el método proporciona informacion util cualitativa y también cuantitativa sobre la afinidad de uniéon
incluso en ausencia de la etapa opcional (c). En una realizacién preferida de la invencion, los métodos
de acuerdo con IVA1 contienen, sin embargo, una etapa (c) como se ha definido anteriormente.

También con respecto a este aspecto de la invencion, puede ser Util incluir adicionalmente un control
negativo, aunque esto de nuevo no es estrictamente obligatorio. Asi pues, el método puede
comprender la etapa de poner en contacto una cuarta alicuota de dicho analito con un soporte sélido
del tipo de la etapa (a) que, sin embargo, no tiene dicho compuesto inmovilizado en él y determinar la
cantidad de componente diana unido a dicho soporte sdlido. Esto permite determinar la unién
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posiblemente inespecifica del componente diana al soporte sélido a diferencia de la unién especifica
del componente diana al compuesto de interés inmovilizado en dicho soporte.

En consecuencia, la etapa (e) del método de acuerdo con IVA1 puede comprender adicionalmente
comparar las cantidades de compuesto diana unido al soporte soélido en las etapas (a), (b) y (c) con la
cantidad de componente diana unido a dicho soporte sdélido que no tiene dicho componente
inmovilizado en él. Como alternativa, la etapa (e) puede comprender comparar las cantidades de
componente diana unido al soporte sélido en las etapas (a), (b) y (c) con una cantidad de componente
diana unido inespecificamente al material de soporte, en el cual esta cantidad se ha determinado
previamente o debe aun determinarse en un experimento o experimentos independiente(s) o se
determina mediante otros medios, tales como calculo o extrapolacidon de datos preexistentes, por
ejemplo, datos disponibles de la bibliografia o de datos adn por obtener.

En una realizacion preferida de este aspecto, las etapas de contacto (a), (b) y (c) y preferiblemente
también la etapa de contacto relacionada con la cuarta alicuota del método anterior se realizan
simultaneamente. Como alternativa, las etapas de contacto (a), (b) y (c) y preferiblemente también la
etapa de contacto relativa a la cuarta alicuota del método anterior pueden realizarse
consecutivamente.

Se pondra de manifiesto que los métodos de la presente invencion de acuerdo con IVA1 o IVA2
descritos y/o reivindicados en la presente memoria pueden combinarse. Especificamente, la unién de
un componente diana de un analito a un compuesto inmovilizado puede primero determinarse o
evaluarse mediante un método de acuerdo con IVA1 vy, posteriormente, puede evaluarse
adicionalmente por un método de acuerdo con IVA2.

En un aspecto relacionado adicional mas, la invencién proporciona un método para evaluar la afinidad
de unién de un componente diana de un analito a un compuesto competidor que comprende (a) poner
en contacto una primer alicuota del analito con un soporte sélido en el que se inmoviliza un compuesto
que se une al componente diana con una afinidad de unién dada, en el cual el contacto se realiza en
presencia de dicho compuesto competidor; (b) poner en contacto una segunda alicuota del analito con
un soporte solido del tipo usado en la etapa (a) en presencia de dicho compuesto competidor, en el
cual la concentracién de dicho compuesto competidor es mas alta que en la etapa (a); (c) poner en
contacto una tercera alicuota del analito con un soporte sélido del tipo usado en la etapa (a) en
presencia de dicho compuesto competidor, en el cual la concentracion de dicho compuesto competidor
es mas alta que en la etapa (b); (d) determinar las cantidades de componente diana unido al soporte
solido de las etapas (a), (b) y (c); y (e) comparar las cantidades de componente diana unido al soporte
solido en las etapas (a), (b) y (c); en donde la comparacioén de la etapa (e) se usa para determinar el
valor de Kd de la unién de dicho compuesto competidor a dicho componente diana. Los métodos de
acuerdo con este aspecto también se denominan en la presente memoria como métodos de
competidor IVA (In Vitro Association).

Se pondra de manifiesto que la etapa (c) del método anterior no es estrictamente obligatoria, puesto
que el método proporciona informacion util cualitativa y también cuantitativa sobre la afinidad de uniéon
incluso en ausencia de la etapa opcional (c). En una realizacién preferida de la invencion, los métodos
de competidor IVA contienen, sin embargo, una etapa (c) como se ha definido anteriormente.

También se pondra de manifiesto que de acuerdo con este aspecto de la invencién, la afinidad de
unién dada con la que el compuesto inmovilizado se une al componente diana puede ser una afinidad
de union predeterminada. En una realizacién preferida, la afinidad de union, por ejemplo, un valor Kg,
se determina o se ha determinado, mediante cualquiera de los métodos de la presente invencién de
acuerdo con IVA1 y/o IVA2.

Como alternativa, la afinidad de unién dada con la que el compuesto inmovilizado se une al
componente diana también puede ser una afinidad de unién que se ha determinado previamente o va
a determinarse en un experimento o unos experimentos independientes o que se determina por otros
medios, tales como calculo o extrapolacion de datos preexistentes, por ejemplo, datos disponibles en
la bibliografia o de datos aun por obtener.

Un método de competidor IVA de la invencion puede comprender adicionalmente la etapa de poner en
contacto una cuarta alicuota de dicho analito con un soporte sélido del tipo usado en la etapa (a) en el
que dicho compuesto con dicha afinidad de unién dada se inmoviliza, en el cual el contacto se realiza,
sin embargo, en ausencia de dicho compuesto competidor. En este caso, la etapa (e) del método
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preferiblemente comprende adicionalmente comparar las cantidades del componente diana unido al
soporte solido de las etapas (a), (b) y (c) con la cantidad de componente diana unido a dicho soporte
sélido en ausencia de dicho compuesto competidor.

De acuerdo con cualquiera de los métodos de la invencién descritos en la presente memoria, los
componentes diana en el analito preferiblemente se marcan con una marca detectable. Mientras que
el marcador detectable puede ser el mismo en cada alicuota, el marcador detectable es
preferiblemente diferente en cada alicuota, es decir, los componentes diana de la primera alicuota
tienen un marcador que es diferente de los componentes diana de la segunda alicuota y asi
sucesivamente. Esto puede lograrse facilmente mediante marcaje directo de las alicuotas con
diferentes marcadores detectables, o en el caso de los analitos, que se derivan de tejido, cultivo
tisular, células, cultivo celular o fluidos corporales, mediante marcaje metabdlico in vivo o en cultivo
usando diferentes marcadores detectables.

En caso de que se usen diferentes marcadores detectables para marcar los componentes diana de las
diferentes alicuotas usadas en los métodos de la invencion, la determinacion de la etapa (d) de
acuerdo con cualquiera de los métodos de la invenciéon se realiza ventajosamente mediante la
combinacién de dichos componentes diana unidos en una muestra y la deteccién de las cantidades de
los componentes diana marcados de forma diferente en dicha muestra. A este respecto, puede ser
ventajoso eluir los componentes diana del soporte solido antes de combinarlos en dicha muestra.

Se pondra de manifiesto que la comparacion de acuerdo con la etapa (e) de cualquiera de los
métodos de la invencion puede usarse para determinar o calcular cualitativa y/o cuantitativamente la
afinidad de unién del componente diana al compuesto.

Se pondra de manifiesto también que en virtud de los métodos de acuerdo con la invencién la afinidad
de unién de una multitud de componentes diana hallados dentro de un analito por el compuesto
inmovilizado y/o el compuesto competidor puede simultaneamente evaluarse y determinarse.

Se pondra de manifiesto adicionalmente que los métodos de acuerdo con la invenciéon son
particularmente adecuados para aplicarse a enfoques de cribado de alto rendimiento. Asi pues, en
otra realizacion de la invencion los métodos descritos y/o reivindicados en la presente memoria se
realizan al completo o al menos en parte en un modo de alto rendimiento.

Breve Descripcion de los Dibujos

Fig. 1: Representacion esquematica de métodos preferidos de acuerdo con la invencion.

(a) IVA1 (In Vitro Association: Composicion 1) — Cuantificacion de unién dependiente de
dosis de proteinas celulares diana a un inhibidor inmovilizado de molécula pequefia

(b) IVA2 (In Vitro Association: Composicion 2) — Ciertos defectos de IVA1 resueltos por
dos ciclos paralelos de purificacion por afinidad consecutivos a la mayor densidad de
ligando y una incubacion adicional con perlas control desprovistas de inhibidor
inmovilizado.

(c) Experimento control para verificar que el ligando inmovilizado esta presente en
exceso molar sobre sus proteinas diana en el extracto bioloégico analizado.

Fig. 2: Dianas celulares especificas del inhibidor V16742 identificadas por el enfoque quimico
cuantitativo MS.

(a) Estructura quimica del compuesto V16742, que se acopl6 a través del grupo amino primario
a sefarosa epoxi-activada.

(b) Las dianas celulares de V16742 identificadas por MS cuantitativa se disponen de alta a baja
afinidad de las dianas en una escala de valor de Kd. Se muestran las exploraciones de FT-MS
LTQ-Orbitrap representativas correspondientes a las composiciones IVA1 e IVA2 para una
diana de cada clase (afinidad alta, moderada y baja). Los maximos monoisotdpicos usados
para la cuantificacién se marcan con flechas de diferentes sombreados de acuerdo con el
esquema presentado en la Figura 1.

(c) Confirmacion de los resultados de analisis por espectrometria de masas. Asociacion in vitro
de lisados totales de células HeLa con matriz de control o matriz V16742 segiin composiciones
IVA1 (union dependiente de dosis) o IVA2 (enriquecimiento en segundo ciclo de IVA)
representado en la Figura 1. Las proteinas unidas eluidas de la matriz se inmunotransfirieron
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con anticuerpos especificos para JNK2 (diana de alta afinidad), RIPK2 (diana de afinidad
moderada), ERK2 (diana de afinidad baja) y ROCK2 (diana de afinidad muy baja no
enriquecida significativamente en IVA2).
(d) Perfil de especificidad del inhibidor V16742. El dendograma de quinasa se adapta de Cell
5 Signalling Technology, Inc. TK, tirosina quinasas no receptoras; RTK, tirosina quinasas
receptoras; TKL, quinasas de tipo tirosina quinasa; CK, familia de caseina quinasa; PKA,
familia de proteina quinasa A; CAMK, quinasas dependientes de calcio/calmodulina; CDK,
quinasas dependientes de ciclina; MAPK, proteina quinasas activadas por mitdgeno; CLK,
quinasas de tipo CDK. Las dianas de quinasa de V16742 con afinidades de union alta,
10 moderada o baja son representadas por circulos de diferentes tamafios como se indica en la
Figura.

Fig. 3: Determinacion de ICso para un inhibidor de interés (SB203580) con respecto a la competicion
por su unién a un inhibidor inmovilizado (V16742).
15
(a) Representacion esquematica del enfoque de unién competitiva para el analisis de
selectividad: disefio experimental para MS cuantitativa de prevenciéon dependiente de dosis de
la unién de la diana SB203580 al inhibidor de molécula pequena V16742.
(b) Espectros de MS de un péptido representativo derivado de la proteina diana mas alta
20 SB203580, RIPK2, muestran que es retenido con afinidad moderada por la resina V16742.
(c) Analisis por inmunotransferencia del perfil de selectividad competidora. Las reacciones IVA
de lisados de células HelLa con perlas V16742 inmovilizadas se realizaron en presencia de
concentraciones crecientes de SB203580. Las proteinas unidas eluidas de la matriz se
inmunotransfirieron con anticuerpos indicados contra las dianas SB203580 para confirmar los
25 resultados de espectrometria de masas.

Fig. 4: Evaluacién de las constantes de disociacion especificas para diana por proteémica quimica
cuantitativa.

30 (a) Células HelLa se codificaron por SILAC con arginina y lisina normal o marcadas con
is6topos estables. Se prepararon lisados celulares y se incubaron con resina de control (C) o se
sometieron a tanto una como dos asociaciones in vitro con perlas que contienen AX14596 (AX).
Las tres fracciones de elucion se reunieron y se analizaron por EM-CL cuantitativa para
identificar ligantes especificos y para determinar fracciones de diana sin unir (=r) y unidas (1-r).

35 Las relaciones de las mismas multiplicada por la concentracion de AX14596 es igual a las
constantes de disociacion especificas para diana (=Ki) para AX14596 inmovilizado, ya que se
alcanzaron equilibrios de unién en presencia de un exceso molar de moléculas de captura y los
complejos Mg2+-ATP se rompieron debido a la presencia de agentes quelantes.

40 (b) Se incubaron lisados de células codificadas por SILAC con perlas AX14596 en presencia de
diferentes concentraciones de gefitinib. Las fracciones de proteina unida se combinaron como
se indica y se evaluaron cuantitativamente en experimentos de EM-CL en paralelo. Se
determinaron los valores de CI50 para el desplazamiento de proteina dependiente de gefitinib
de la resina AX14596 y luego se usaron para calcular constantes de disociacion especificas

45 para diana para gefitinib.

Fig. 5: Panel de quinasas celulares para el perfilado de inhibidores cuantitativos.

(a) Las afinidades de unién de los componentes diana celulares para el inhibidor de quinasas

50 no selectivo inmovilizado V116742 se determinaron segun la estrategia brevemente resumida
en la Fig. 4. Las proteinas quinasas que interaccionan con VI16742 de células HeLa se marcan
en el dendograma del kinoma humano. El tamafio de los circulos rojos indica las afinidades de
union respectivas. Los espectros de EM de péptidos representativos y los valores de Ki
determinados se muestran para varios componentes diana de la quinasa VI16742. El

55 dendograma de quinasa se adapt6 con permiso de Cell Signaling Technology
(www.cellsignal.com).

(b) Inhibicién dependiente de la concentracion de la union de proteina quinasa a la resina
V116742 por SB203580. Los valores de CI50 determinados en los experimentos de competicion
60 y los valores de Ki resultantes se muestran para dianas celulares de SB203580.

Fig. 6: Correlacion de los datos de union a diana cuantitativos para analisis por duplicado.
7
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(a) Perfil experimental. Células HeLa S3 se codificaron con SILAC con arginina y lisina normal
(Arg0/Lys0) o variantes sustituidas con isétopos estables (Arg6/Lys4, Arg10/Lys8) antes de la
lisis de células. En el esquema de marcado normal, los extractos de proteina codificados por
Arg0/Lys0 se sometieron a una etapa de incubacién con las perlas de inhibidor (1), mientras que
el lisado marcado con Arg10/LysB se sometid a dos asociaciones in vitro consecutivas. Los
lisados codificados por Arg0/LysO y Arg10/Lys8 se cambiaron en un experimento cruzado con
un esquema de marcado inverso. El experimento cruzado verificd la reproducibilidad de la
union de la diana especifica y proporciond un medio eficaz para eliminar la identificacion de
diana positiva falsa. Lo ultimo puede ser debido a la presencia de pequefias cantidades de
especies de proteinas contaminantes que no son de origen celular y, por tanto, solo se
identifican mediante especies de péptidos marcadas con Arg0 y/o Lys0. Esto es importante, ya
que dianas especificas de muy alta afinidad producirian un patrén de SILAC similar en el
esquema de marcado “normal”. Para explicar la uniéon de referencia no especifica, lisados
celulares marcados con Arg6/Lys4 se incubaron con resina de control (C). Después de las
etapas de asociacion in vitro, las proteinas unidas a resina se eluyeron y se analizaron por EM-
CL cuantitativa.

(b) llustracion que representa como en el esquema de marcado normal las intensidades de los
iones de péptido especifican el porcentaje de proteina diana retenida por purificacion por
afinidad con una resina inhibidora de quinasas. Considerando, por ejemplo, una diana de alta
afinidad de la que el 90% es retenido por el inhibidor inmovilizado y el 10% queda sin unir en la
fraccion de sobrenadante, entonces el 9% (90% del 10%) de la poblacién diana inicial se une a
la resina de afinidad cuando el sobrenadante se somete a la misma cantidad de inhibidor
inmovilizado en una segunda etapa de asociacion in vitro. La relacion de diana resultante r =
0,1, como se ha determinado por cuantificacion habilitada por SILAC de las abundancias
relativas de péptidos derivados de diana, indica que la fracciéon de la diana no es retenida por la
resina de afinidad. Por consiguiente, 1-r = 0,9 representa una medida de la fraccion de diana
que se une a las perlas de inhibidor.

(c, d) Relaciones de cantidades de proteina diana retenidas en la segunda frente a la primera
ronda de unién a perlas AX14596 (a) o VI16742 (b) se comparan para los experimentos con
SILAC hechos segun el esquema de marcado inverso (eje x) y normal (eje y). Las lineas de
puntos indican correlacion maxima entre los experimentos duplicados.

Fig. 7: Andlisis de union de proteina diana con el tiempo.

(a) Para verificar que las reacciones de unién a diana han alcanzado el equilibrio dentro de las
2,5 horas de incubaciéon usadas durante todo este estudio, lisados diferencialmente codificados
por SILAC se sometieron a tanto 5 horas como a 2,5 horas de asociacion in vitro en presencia
de perlas que contenian inhibidor inmovilizado. Las fracciones de elucion se combinaron y se
analizaron por EM-CL cuantitativa.

(b, c) Las relaciones de diana unida a resina después de 5 h frente a 2,5 h se determinaron y
se representaron contra los valores transformados por log10 de las constantes de disociacion
de la diana para tanto AX14596 (b) como VI16742 (c) inmovilizados. La mayoria de los valores
representados fueron proximos a una linea vertical que corta el eje x a una relacién de 1, que
indica condiciones proximas a la union en equilibrio para las resinas AX14596 (b) o VI16742

(c).

Fig. 8: Experimentos de control para determinar si la concentracién de inhibidor inmovilizado esta
presente o0 no en exceso molar con respecto a sus proteinas diana celulares.

(a) Se realizaron experimentos con SILAC en los que tanto 3 mg como 1 mg de proteina celular
se sometieron a resina de afinidad por inhibidor en el mismo volumen de incubaciéon. Los
eluatos de las dos reacciones de incubacion paralelas se reunieron y se analizaron por EM-CL
cuantitativa.

(b, c) Se determinaron las relaciones de proteinas diana asociadas a resina unidas a 3 mg en
comparacion con 1 mg de extractos celulares y se representaron contra los valores
transformados por log10 de las constantes de disociacion de diana para tanto AX14596 (b)
como VI16742 (c) inmovilizados. Las relaciones de proteina proximas a tres indicaron que la
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concentracion eficaz de los inhibidores de quinasas inmovilizados no era un factor limitante en
el ensayo de union.

competicion.

(a) Se hicieron ensayos de competicion que incluyen perlas de inhibidor y diferentes
concentraciones de inhibidores de quinasas “libres” en analisis por duplicado, en los que el
inhibidor libre se afiadié tanto 30 min antes (experimento 1) a como 30 min después de la
adicién (experimento 2) de las perlas de afinidad por inhibidor. La segunda etapa de incubacion
se realizé durante 2,5 h antes de la elucion de la proteina diana y EM-CL cuantitativa.

(b, ¢) Los valores de CI50 para los componentes diana inhibidores se determinaron por
separado basandose en los datos de competicion de los experimentos 1 y 2. La relacién de
estos valores de CI50 se transformdé por log2 y se representd frente a las relaciones
transformadas por el log10 de las afinidades por diana calculadas (valores de Ki) para tanto
gefitinib (b, probado contra la resina AX14596) como SB203580 (c, probado contra la resina
VI16742). Distribuciones del componente diana similares entre la fase estacionaria y soluble en
los experimentos 1 y 2 fueron evidentes a partir de las relaciones de CI50 transformadas por
log2 que eran préximas a cero. Por tanto, ademas de demonstrar la reproducibilidad de los
ensayos de competicion, se verifico la reversibilidad de la interaccion componente diana -
compuesto (inhibidor) que indica que se han alcanzado los equilibrios de unién en los ensayos
de competicion.

Fig. 10: Estructura quimica de VI16742 y andlisis de ontologia génica (GO) de proteinas unidas a

resina.

(a) Esta rodeado con un circulo el grupo funcional para la inmovilizacién covalente de VI16742.

(b) Los términos de funcion molecular de GO significativamente sobrerrepresentados (P <
0,001) para todas las proteinas cuantificadas retenidas por perlas de afinidad por VI16742 y el
subconjunto de proteinas caracterizado como componentes diana de inhibidor especificos. La
sobrerrepresentacion de términos de GO tales como actividad de proteinas quinasa y quinasas
de lipidos fue mucho mas pronunciada en la fracciéon diana especifica en comparacién con
todas las proteinas unidas a resina inhibidora.

Fig. 11: Comparacion de datos de protedémica quimica con resultados de ensayos quinasa in vitro.

Figura

Figura

Los valores de Ki determinados para gefitinib celular y dianas de SB203580 por proteémica
quimica (Ki, cp) se transformaron por log10 y se representaron contra los valores
transformados por log10 de CI50 para gefitinib (puntos gris oscuro) y SB203580 (puntos gris
claro) a partir de ensayos de inhibicion in vitro con proteinas quinasas recombinantes (Ki, ka)
(Tabla 6). Debido al uso de concentraciones de ATP submicromolares, los valores de CI50 de
los ensayos enzimaticos representaron una estrecha aproximacion de los valores de Ki reales.
Estos resultados indican una mejor correlacion de analisis protedmico quimico y ensayos de
actividad enzimatica en comparacién con los datos informados para un enfoque de proteémica
quimica previamente publicado (datos no mostrados) (Bantscheff, M. y col. Quantitative
chemical proteomics reveals mechanism of action of clinical ABL kinase inhibitors. Nat
Biotechnol 25, 1035-1044 (2007)).

12: Estructura de dasatinib y la resina de afinidad por dasatinib inmovilizada correspondiente.
13: Afinidades por diana para dasatinib libre en disolucién.

Las afinidades por diana se determinaron para dasatinib libre en disoluciéon. Se cultivaron
células K562 en presencia de formas normales y dos diferentes formas de aminoacidos
marcados con isotopos estables (SILAC). Los lisados celulares diferencialmente marcados se
incubaron (lado izquierdo) con perlas de afinidad por dasatinib que tenian diferentes
concentraciones de dasatinib covalentemente inmovilizado y (lado derecho) con perlas de
afinidad por dasatinib que tenian la mayor densidad de ligandos en presencia de
concentraciones crecientes de dasatinib libre. Las proteinas unidas a dasatinib inmovilizado se
eluyeron y se analizaron por EM/EM-CL cuantitativa. Las relaciones de proteina determinadas
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para las diversas muestras permitieron el calculo de valores de Kd para dasatinib libre (Kd,
dasatinib libre) usando la ecuacién de Cheng-Prusoff.

BC50 indica la concentracion de dasatinib inmovilizado que permite el 50% de unién de la
proteina diana. CC50 indica la concentracién de dasatinib libre que inhibe el 50% de union de
la proteina diana a dasatinib inmovilizado. El término Cdasatinib inmovilizado representa la
concentracion de dasatinib inmovilizado usado en los experimentos de competicion para la
determinacion de CC50.

Figura 14: Tabla de proteinas diana de dasatinib determinadas a partir de extractos de células K562 y
sus valores de Kd correspondientes.

Descripcion Detallada de la Invencién

El término “analito” como se usa en la presente memoria puede ser un proteoma, una mezcla de
diferentes proteomas, un lisado o extracto celular, un lisado o extracto tisular, un sobrenadante de
cultivo celular, un sobrenadante de cultivo tisular o un fluido corporal, tal como leche, liquidos o linfa.

El término “proteoma” como se usa en la presente memoria se refiere a la composicidon proteica
especifica de una célula, tejido u organismo. Dependiendo de las células individuales contenidas en el
mismo, un cultivo de una célula o un tejido puede, tedricamente, contener tantos proteomas como
células hay contenidas en el mismo. Por conveniencia, los proteomas de un cultivo celular o de un
tejido se consideran como representativos de un proteoma. Los proteomas de un tipo de organismo
pueden diferir de otro dependiendo del estado y fondo gendmico de sus células.

Para los propdsitos de la presente invencién, pueden usarse una diversidad de proteomas como
analitos. Dichos proteomas pueden derivarse de células individuales o cultivos celulares realizados a
partir de una poblacion homogénea de células o de una mezcla de células. También pueden derivarse
de un tejido, 6rgano u organismo. Ademas, dicha célula individual, cultivo celular o mezcla de células,
tejido, 6rgano u organismo puede exponerse a ciertas condiciones, tales como calor, estrés,
deprivacion de alimento, farmacos, radiactividad, agentes quimicos, toxinas, infeccion virica,
antibioticos y envejecimiento. Estas condiciones conducen a diferentes “conjuntos” de proteomas que
también pueden usarse como analitos en los métodos de la invencion y compararse entre si en
términos de la unién a los componentes diana contenidos en los mismos para un compuesto dado de
interés. Estos proteomas reflejan de este modo una situacion que se asemeja a la situacion in vivo
tanto como sea posible.

Los proteomas a usar como analitos de acuerdo con la invencién pueden derivarse de células
procariotas o eucariotas, tales como células bacterianas, microorganismos patégenos, células
fungicas, células de levadura, células vegetales, células de mamifero, células de peces, células de
nematodo, células de insectos y, en particular, células madre tales como células madre embrionarias o
adultas, por ejemplo, células madre embrionarias madre o adultas no humanas. Adicionalmente, los
métodos de la invencién pueden aplicarse a una amplia diversidad de proteomas que estan presentes
en o derivan de un tejido u 6rgano, tal como tejido conectivo, tejido endotelial, cerebro, hueso, higado,
corazoén, musculo esquelético, préstata, colén, rifion, glandulas, ganglios linfaticos, pancreas, raices,
hojas y flores. Finalmente, los proteomas adecuados pueden ser los presentes en un organismo no
humano o derivados de un organismo, tales como E. coli, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans, pez cebra, rata, hamster, ratén, cabra, oveja, mono, ser humano y medusa o un organismo
vegetal tal como arroz, patata, Arabidopsis, trigo, avena y tabaco.

Como se usa en la presente memoria, un “componente diana” puede ser cualquier componente dentro
de un analito que es capaz de interactuar, por ejemplo, unirse, al compuesto de interés. Un
componente diana puede ser, por lo tanto, por ejemplo, un oligo o polisacarido, un acido nucleico, un
proteoglicano, un péptido o una proteina, que incluye glicoproteinas. En una realizacion preferida, el
componente diana del analito de acuerdo con la invencién es una proteina. Preferiblemente, la
proteina es una quinasa y mas preferiblemente una proteina quinasa. En una realizacion igualmente
preferida, el componente diana es una lipido quinasa.

El compuesto inmovilizado en el soporte sélido o el compuesto competidor de acuerdo con la presente

invencion puede ser cualquier compuesto de interés seleccionado de enzimas, polipéptidos, péptidos,
anticuerpos y fragmentos de los mismos, oligo o polisacaridos, proteoglicanos, entidades quimicas,
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moléculas pequenas, farmacos, metabolitos o profarmacos. Preferiblemente, el compuesto o
compuesto competidor es un inhibidor del componente diana en el analito.

Son ejemplos preferidos de dichos compuestos o compuestos competidores los compuestos quimicos,
moléculas pequenfas, péptidos, proteinas, anticuerpos y similares sintéticos y/o de origen natural.

La expresion “molécula pequefia” como se usa en la presente memoria se refiere a moléculas que
muestran un peso molecular de menos de 5000 Da, mas preferiblemente menos de 2000 Da, incluso
mas preferiblemente menos de 1000 Da y mas preferiblemente menos de 500 Da. Dichos compuestos
pueden ser “candidatos” adecuados para optimizacién adicional.

Los compuestos o compuestos competidores que son compuestos de “moléculas pequenas” sintéticas
y/o de origen natural, por ejemplo farmacos, metabolitos, profarmacos, farmacos potenciales,
metabolitos potenciales, profarmacos potenciales y similares, se prefieren para su uso en los métodos
descritos y revindicados en la presente memoria. Preferiblemente, dichos compuestos o compuestos
competidores se seleccionan del grupo que consiste en compuestos quimicos sintéticos o de origen
natural o farmacos organicos sintéticos, mas preferiblemente moléculas pequefas, farmacos
organicos o compuestos de moléculas pequeias naturales.

En una realizacion preferida de los métodos de la invencion, el componente diana es una quinasa y el
compuesto inmovilizado de interés y el compuesto competidor es un inhibidor de quinasa.

Sin embargo, la presente invencion también comprende el uso de compuestos o compuestos
competidores que son acidos nucleicos, tales como ADN, ARN y/o ANP (acido nucleico proteico).
Dichos acidos nucleicos pueden estar presentes en forma de oligonucledtidos o polinucledtidos,
incluyendo acidos nucleicos que comprenden secuencias y/o motivos de nucledtidos especificos.
También pueden usarse hibridos entre las diferentes formas de acidos nucleicos.

La expresion “soporte sélido” como se usa en la presente memoria se refiere a cualquier soporte no
disuelto capaz de inmovilizar el espectro anterior de compuestos de interés en su superficie. Los
materiales que pueden usarse como soportes sélidos son muchos € incluyen, pero no se limitan a,
silice fundida, cuarzo, silicio, plasticos, vidrio, oro, metales, electrodos transparentes (por ejemplo,
oxido de indio estafio o materiales relacionados), ceramicas (por ejemplo, 6xidos de metal), papel,
carbono conductor, polimeros conductores, filtros, portaobjetos de vidrio, superficies de silicio, perlas y
una microserie quimica adaptada (en inglés "customized chemical microarray"). Dichos materiales
adecuados pueden tomar la forma de perlas pequefias, pellets, discos, microplacas, platos, placas
multipocillo, obleas (en inglés “wafers”) o similares, aunque también pueden usarse otras formas.

En una realizacién preferida de cualquiera de los métodos de la presente invencién, los compuestos
se unen a perlas, tales como perlas de sefarosa (por ejemplo, sefarosa activada por NHS) o agarosa.
En una realizaciéon particularmente preferida, dichas perlas son de sefarosa, opcionalmente epoxi
activada o NHS activadas, o perlas de agarosa. Por ejemplo, un compuesto inhibidor (tal como
V16742, Figura 2a) puede acoplarse a perlas de sefarosa epoxi activadas a tres concentraciones
diferentes y la concentracion relativa de inhibidor inmovilizado covalentemente en las diferentes
resinas se determina por espectrofotometria (aqui 1, 5 y 25 veces la concentraciéon mas baja).

El material de soporte sélido adecuado también puede comprender o consistir en particulas ferro o
ferrimagnéticas como se conocen, por ejemplo, a partir del documento WO 01/71732. Las particulas
ferro o ferrimagnéticas pueden comprender vidrio o plastico. Las particulas ferro o ferrimagnéticas que
pueden usarse en el contexto de la presente invencién pueden ser porosas. Las particulas de vidrio
ferro o ferrimagnéticas pueden comprender aproximadamente del 30 al 50% en peso de Fe3Os y
aproximadamente del 50 al 70% en peso de SiO,. Las particulas ferro o ferrimagnéticas utiles
preferiblemente tienen un tamafio medio de aproximadamente 5 a 25 um en diametro, mas
preferiblemente aproximadamente de 6 a 15 um y particularmente aproximadamente de 7 a 10 um. El
area de superficie total de las particulas ferro o ferrimagnéticas puede ser de 190 g/m o mayor, por
ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 190 a 270 g/m (como se determiné de acuerdo con el
método del Brunaur Emmet Teller (BET)).

Estas particulas magnéticas facilitan la purificacion, separacion y/o ensayo de biomoléculas, tales
como proteina quinasas. Las particulas magnéticas (o perlas) que se unen a una molécula de interés
pueden recogerse o recuperarse mediante la aplicacion de un campo magnético externo a un depésito
que comprende las particulas.
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La inmovilizacion de los compuestos en el material de soporte sélido puede conseguirse mediante
adsorcion, absorcion, enlace iénico, enlace covalente, un grupo amino o grupo carboxi o grupo hidroxi,
interacciones (estrept)avidina-biotina o tiol-oro y cualquier otro método que pueda unir los materiales a
una densidad o concentracion controlable.

El compuesto inmovilizado esta presente preferiblemente en una concentracién definida en el soporte
sélido. Las concentraciones o los intervalos de concentracion preferidos a este respecto son
concentraciones de aproximadamente 30 nM a aproximadamente 10 mM, preferiblemente de
aproximadamente 100 nM a aproximadamente 10 nM o de aproximadamente 1 uM a
aproximadamente 5 mM.

En una realizacion preferida de cualquiera de los métodos de la invencién, el compuesto se acopla
covalentemente al soporte sélido. Antes del acoplamiento, el material de soporte sélido o matriz puede
contener grupos activos tales como NHS, carbodiimida, etc. para permitir la reaccion de acoplamiento
con compuestos. Los compuestos pueden acoplarse al soporte sélido mediante acoplamiento directo
(por ejemplo usando grupos funcionales tales como grupos amino, sulfidrilo, carboxilo, hidroxilo,
aldehido y cetona) y por acoplamiento indirecto, por ejemplo, mediante biotina, estando la biotina
unida covalentemente al compuesto y uniéon no covalente de biotina a estreptavidina que se une al
soporte sélido directamente.

El par de afinidad biotina-avidina es la técnica de secuestro y separacion por afinidad mas explotada
para aplicaciones biolégicas. El sistema se basa en la immovilizacién de avidina, estreptavidina o
neutravidina en un soporte sélido. Una molécula cebo biotinilada se mezcla con un lisado celular. Esta
mezcla se carga después en la columna de afinidad basada en avidina y se lava para eluir las
proteinas de unién inespecifica. La proteina deseada puede después liberarse mediante lavado con
varios reactivos disponibles. Una cantidad sustancial de trabajo indica que la neutravidina monomérica
puede usarse para minimizar interacciones inespecificas con proteinas comunes. Adicionalmente
estan facilmente disponibles muchos reactivos quimicos que permiten la biotinilizacion de moléculas
pequefas que tienen grupos funcionales especificos.

En una realizacion preferida de cualquiera de los métodos de la invencion, el compuesto se inmoviliza
en el material de soporte sélido, particularmente perlas, mediante un grupo amino, un grupo hidroxi o
un grupo carboxi.

Aunque no es obligatorio, puede ser util inmovilizar el compuesto en el material de soporte sélido
mediante un agente de union o un espaciador. Para unir compuestos al soporte solido pueden usarse
varios sistemas de anclaje. Por ejemplo, pueden usarse agentes de union covalentes entre compuesto
y soporte solido. Pueden usarse técnicas combinatorias para optimizar factores tales como el tipo de
agente de unidn, rigidez y longitud oOptima para unidén proteica, mientras que se minimizan
interacciones inespecificas no deseadas. Los expertos en la materia conocen sistemas y técnicas
adecuadas para optimizarlos.

En el contexto de la presente invencion, el término “contactar” o “contacto” incluye todas las medidas o
etapas que permiten la interaccion entre el analito y el soporte solido. El contacto se realiza de manera
que los componentes diana en el analito pueden interactuar o unirse al compuesto inmovilizado. La
union entre el componente diana y el compuesto sera preferiblemente una unién reversible no
covalente, por ejemplo, unién mediante puentes de sal, enlaces de hidrégeno, interacciones
hidréfobas o una combinacién de los mismos.

Los métodos de la presente invencion permiten la evaluacion o determinacion directa cualitativa y/o
cuantitativa de la interaccion de un compuesto de interés con componentes diana en un analito, tal
como un lisado o extracto celular o tisular.

En un primer aspecto de la invencién, también denominado en la presente memoria como método de
acuerdo con IVA1 (In Vitro Association, composicion 1), la inmovilizacion del compuesto de interés en
el soporte solido se realiza a diferentes concentraciones en combinacion con diferentes etapas de
purificacion por afinidad paralelas o consecutivas, tales como las etapas de contacto (a), (b) y (c)
mencionadas anteriormente, que permiten determinar la afinidad del componente diana a dicho
compuesto.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2439957 T3

En el contexto de la presente invencién son adecuadas diversas relaciones de concentracién en las
que el compuesto de interés esta inmovilizado en el soporte sélido. Las relaciones preferidas de las
concentraciones en las etapas anteriormente mencionadas (a), (b) y (c) se seleccionan de las
relaciones de aproximadamente 1:5:25 o aproximadamente 1:10:100. Sin embargo, otras relaciones
son igualmente adecuadas, por ejemplo relaciones de aproximadamente 1:3:9, aproximadamente
1:4:16, aproximadamente 1:6:36, aproximadamente 1:7:49, aproximadamente 1:8:64 o
aproximadamente 1:9:81.

Determinando la cantidad de componente diana unida al soporte solido en las etapas (a), (b) y (c) y
comparando las cantidades de componente diana unido al soporte sélido en estas etapas, el método
permite determinar cualitativa y, hasta cierto punto, cuantitativamente la afinidad de la union del
componente diana en el analito al compuesto de interés.

En los métodos de acuerdo con IVA1, la cantidad de componente diana unido al soporte sélido se
refleja, por ejemplo, en las intensidades de sefial determinadas en la etapa (d), medidas, por ejemplo,
por MS. Cantidades crecientes del componente diana unido al compuesto de las etapas (a), (b) y (c),
como se refleja mediante intensidades de sefal crecientes, indican que el componente diana puede
ser uno con afinidad de unién solamente baja o media para el compuesto unido al soporte sélido. Sélo
pequerios aumentos de las cantidades de componente diana unido al compuesto en las etapas (a), (b)
y (c), como se refleja mediante intensidades de sefial similares, son indicativos de componentes diana
con afinidad de unién alta por el compuesto unido al soporte sélido. Si las cantidades de componente
diana unido al compuesto de las etapas (a), (b) y (c) son iguales, lo que puede visualizarse mediante
intensidades de sefal iguales, esto puede ser indicativo de unién muy fuerte al compuesto unido al
soporte sélido o unidn inespecifica al material sélido.

Para una determinacién precisa de valores Kd con los métodos de acuerdo con IVA1, la concentracion
del inhibidor inmovilizado preferiblemente deberia estar en exceso molar de la concentracién de su
componente o componentes diana correspondientes en el analito, preferiblemente en al menos un
exceso molar de dos veces. Sin embargo, incluso en condiciones en las que la concentracion de
ligando inmovilizado es limitante, el ensayo aun clasificara diferentes componentes diana de acuerdo
con sus afinidades por el ligando inmovilizado. Por lo tanto, un exceso molar de ligando es
conveniente y un requerimiento opcional, pero no esencial.

El aspecto anterior de la invencién se demuestra ejemplarmente en la Fig. 1a (IVA1, In Vitro
Association, Composicién 1). Se lleva a cabo un método de acuerdo con este aspecto, preferiblemente
mediante el uso de lisados celulares de tres cultivos de las mismas células, que difieren, sin embargo,
en que se han marcado metabdlicamente con diferente marcaje isotopico. Estos lisados marcados de
forma diferente se procesan en el método como alicuotas separadas del mismo analito.
Especificamente, se ponen en contacto con un compuesto inhibidor de interés (en la Figura se usa
V16742) inmovilizado a diferentes concentraciones en un soporte sélido (en la Figura en una relacion
de 1:5:25). Después de asociacion in vitro con el ligando, las proteinas de cada alicuota unidas al
soporte soélido se combinan y analizan mediante LC-MS/MS. Posteriormente, la abundancia relativa de
las proteinas que interactian puede cuantificarse determinando las relaciones de intensidad de los
iones peptidicos marcados con isétopos derivados de las tres incubaciones paralelas (Fig. 1a).

Se pondra de manifiesto que de acuerdo con el aspecto anterior de la invencién, ciertas
determinaciones cualitativas, pero también cuantitativas, pueden realizarse con respecto a la afinidad
del componente diana al compuesto de interés.

Como se muestra esquematicamente en la Figura para un componente diana representativo retenido
con afinidad media o baja por V16742, las intensidades reflejan la unién de componente diana
aumentada desde menores a mayores concentraciones del compuesto inhibidor inmovilizado (Fig. 1a-

i)

A partir de este experimento, no puede deducirse con certeza, sin embargo, qué porcentaje de un
componente celular diana se retiene a la maxima concentracién del compuesto inhibidor inmovilizado
y, por lo tanto, puede ser dificil determinar un valor K4 (constante de disociacion) para la interaccion de
un inhibidor-componente diana (Fig. 1a-ii).

En el caso de componentes diana con alta afinidad, que ya estan agotados del analito a concentracion
de inhibidor media, la intensidad no aumenta adicionalmente con mas inhibidor presente en las perlas
de afinidad (Fig. 1a-iii). Si las intensidades de sefal (que representan cantidades de componente
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diana relativas) son iguales para las tres asociaciones in vitro, esto podria, sin embargo, deberse a
union a componente diana con muy alta afinidad o indicar unién “de fondo” de un componente diana,
que se retiene a través de interacciones débiles, inespecificas con el material de soporte soélido (Fig.
1a-iv).

En otro aspecto de la invencién, también denominado en la presente memoria como método de
acuerdo con IVA2 (In Vitro Association, Composicion 2), se proporciona un método que permite
distinguir entre estos dos posibles escenarios. Este método comprende realizar dos ciclos de etapas
de asociacion in vitro consecutivas de un componente diana dentro de un analito con un compuesto
inmovilizado en un soporte sélido a una alta concentracion (por ejemplo, la concentracion mas alta
usada o determinada en un método de acuerdo con el primer aspecto de la invencion) y comparar la
cantidad de componente diana unido en el segundo ciclo de estas etapas con la cantidad de
componente diana unido en una asociacion paralela in vitro con sélo una etapa de asociacion (Fig. 1b-

).

De acuerdo con este método, se usan de nuevo lisados celulares de tres cultivos de las mismas
células que difieren, sin embargo, en su marcaje isotdpico metabdlico, procesandose dichos lisados de
nuevo como alicuotas separadas del mismo analito. Una primera alicuota se pone en contacto con el
soporte soélido con el compuesto de interés (aqui: V16742) inmovilizado a una concentracion alta.
Después de permitir la asociacion in vitro, el sobrenadante se separa del soporte sélido y se pone de
nuevo en contacto con el material de soporte sélido del tipo mencionado anteriormente con el
compuesto inmovilizado a una concentracion alta. El método también incluye poner en contacto una
segunda alicuota marcada de manera diferente con el tipo anteriormente mencionado del material de
soporte solido con el compuesto inmovilizado a una alta concentraciéon. Un control negativo, con una
tercera alicuota marcada de manera diferente en contacto con el soporte solido que esta, sin embargo,
desprovisto del compuesto anterior inmovilizado en él se ejecuta en paralelo. Las proteinas de la
primera y tercera alicuotas unidas al soporte sélido y las proteinas de la segunda alicuota unidas al
soporte solido en la etapa de volver a poner en contacto se combinan, se analizan mediante LC-
MS/MS y se cuantifica la abundancia relativa de proteinas interactuantes determinando las relaciones
de intensidad de los iones peptidicos marcados con isétopo derivados de las tres incubaciones
paralelas (Fig. 1b).

En contraste con los componentes diana de interaccién débil del analito, los componentes diana con
una mayor afinidad por el compuesto inmovilizado, por ejemplo, un compuesto inhibidor, se agotan en
su mayor parte en la primera etapa de contacto a la que se somete la segunda alicuota.

Por comparaciéon cuantitativa con los componentes diana marcados diferencialmente retenidos del
sobrenadante en el segundo ciclo de purificacion por afinidad con el mismo soporte sélido que tiene un
compuesto inmovilizado en él, por ejemplo, perlas inhibidoras, el porcentaje de unién del componente
diana a la mayor concentracion de compuesto inhibidor puede ahora calcularse (ejemplos para 10% y
75% de union dados en la Fig. 1b-ii y Fig. 1b-iii respectivamente). El factor de enriquecimiento para
cada diana especificamente unida a la resina de afinidad V16742 puede calcularse de acuerdo con la
férmula E, = (1-r,) X 100 en la que, rn representa la relacion de la unién observada para la diana
enésima en el ciclo 2 contra el ciclo 1 de la composicion IVA2 con resina de afinidad V16742 y E, es el
factor de enriquecimiento porcentual para la diana enésima.

Ademas, el uso de soporte sélido que no tiene compuesto unido a él, es decir, un control, proporciona
un medio para identificar los componentes diana del analito, que no interactian especificamente con
el compuesto inmovilizado (Fig. 1b-iv).

Para permitir la determinacion de afinidades de unidon mediante los métodos de la invencion de
acuerdo con IVA2, el compuesto inmovilizado en el soporte solido deberia estar presente durante las
etapas de contacto en exceso molar en comparaciéon con el componente diana.

En los métodos de acuerdo con IVA2, la cantidad de componente diana unido al soporte sélido se
refleja, por ejemplo, en las intensidades de sefal determinadas en la etapa (d), medidas, por ejemplo,
mediante MS. Las cantidades decrecientes de componente diana unido al compuesto en las etapas
(a) y (c) se reflejan en intensidades de sefial decrecientes. El grado de disminucioén es indicativo de la
afinidad de unién del componente diana por el compuesto unido al soporte sélido. Si sélo existe una
pequefia diferencia (disminucién) en las cantidades unidas en las etapas (a) y (c), esto indica una
union de afinidad baja, mientras que una gran diferencia (disminucion) indica que el componente diana
se une con afinidad media o alta al compuesto unido al soporte sélido. Si las cantidades de
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componente diana unido al compuesto en las etapas (a), (b) y (c) son iguales, esto es indicativo de
unioén de fondo o inespecifica.

Para una determinacién mas precisa de valores de Kd, la concentracién del inhibidor inmovilizado esta
preferiblemente en un exceso molar de al menos dos veces sobre la concentracién de su componente
o componentes diana en el analito. Sin embargo, incluso en condiciones en las que la concentracion
de ligando inmovilizado es limitante, el ensayo aun clasificara los componentes diana de acuerdo con
sus afinidades para el ligando inmovilizado. Por lo tanto, es conveniente un exceso molar de ligando y
es un requerimiento opcional, pero no esencial.

Puede realizarse un experimento control adicional para confirmar que el compuesto inmovilizado no es
limitante en los métodos IVA de la invencion. Como se muestra en la Fig. 1c-i, los lisados celulares
(por ejemplo, de células HelLa) marcados diferencialmente (por ejemplo, codificados con SILAC),
preferiblemente del mismo volumen, que contienen diferentes cantidades de proteina celular pueden
incubarse con perlas del tipo usado de acuerdo con IVA1 o IVA2, por ejemplo, las perlas que
contienen la concentracién mas baja de ligando inmovilizado. Si la relacion de intensidades de sefial
derivadas de proteinas diana que interactian con ligando corresponde a la relacion de la
concentraciones de proteina inicial, puede concluirse que la concentracion de ligando inmovilizado ha
estado presente en exceso molar con respecto a sus proteinas diana en el ensayo de union.

En un tercer aspecto de la invencion, también denominado en la presente memoria como método de
competidor IVA (In Vitro Association), la afinidad de unién de un compuesto competidor de interés
puede determinarse para cualquier componente diana en un analito con respecto al cual la afinidad de
union (por ejemplo, en términos de un valor de Ky) de un compuesto inmovilizado (por ejemplo un
inhibidor inmovilizado) se ha determinado, o se determinara, mediante competiciéon dependiente de
concentracion. La afinidad de unidon del compuesto inmovilizado puede, por ejemplo, determinarse
mediante cualquiera de los métodos de la invencion de acuerdo con IVA1 y/o IVA2. Una ventaja de
este método es que el compuesto competidor no tiene que estar inmovilizado en este método.

El tiempo de incubacién en las etapas de contacto de acuerdo con cualquiera de los métodos de la
invencion (es decir, ya sean los métodos de acuerdo con IVA1 o IVA2 o bien los métodos de
competidor IVA) deberia preferiblemente ser suficientemente largo como para alcanzar equilibrios de
unién para interacciones diana-inhibidor. Los inventores han verificado experimentalmente que este es
tipicamente el caso después de un tiempo de incubacion de 2 horas y media. Sin embargo, los
equilibrios de uniéon también pueden alcanzarse con tiempos de incubacién mas cortos. Las
concentraciones de tampodn, sales y otros componentes tales como agentes quelantes tales como
EDTA y EGTA o cofactores adicionales pueden en principio variarse a lo largo de un amplio intervalo
de concentracion. Ademas, las etapas de contacto pueden hacerse a diferentes temperaturas. Las
temperaturas preferidas se seleccionan de aproximadamente 4°C, aproximadamente 15°C,
temperatura ambiente, aproximadamente 25°C, aproximadamente 37°C y aproximadamente 42°C,
siendo particularmente preferidas aproximadamente 4°C, temperatura ambiente y aproximadamente
37°C.

Las etapas de contacto de acuerdo con cualquiera de los métodos de la invencion se realizan
preferiblemente en condiciones fisiolégicas o esencialmente fisiologicas. Esto permite imitar la
situacion in vivo tan estrechamente como sea posible. La posibilidad de trabajar en condiciones
fisiolégicas o esencialmente fisiolégicas es una de las ventajas de los métodos de la presente
invencion, en contraste con otros métodos de acuerdo con el estado de la técnica que dan como
resultado facilmente resultados de falso positivo. El contacto se realiza preferiblemente usando un
tampon adecuado y, opcionalmente, un cofactor, tal como calcio, magnesio, potasio, NAD+/NADH,
GMPc, NADP+/NADPH, ATP, ADP, AMPc, y similares. Los cofactores pueden mejorar
significativamente la formacion de complejos y proteomas y a la vez la interaccion del proteoma y/o los
complejos con el compuesto potencialmente interactuante. Como se usa en la presente memoria la
expresion “condiciones fisiolégicas” se refiere a temperatura, pH, fuerza idnica, viscosidad y
parametros bioguimicos similares que son compatibles con un organismo viable y/o que existen
tipicamente intracelularmente en una célula viable cultivada, tal como una célula de levadura o una
célula mayor eucariota, tal como una célula de mamifero.

Por ejemplo, las condiciones intracelulares en una célula de levadura crecida en condiciones tipicas
de cultivo en laboratorio son condiciones fisiolégicas. Las condiciones de reaccién in vitro adecuadas
para combinaciones de transcripcion in vitro son generalmente condiciones fisioldgicas. En general,
las condiciones fisioloégicas in vitro comprenden NaCl o KCI 50-200 mM, pH 6,5-8,5, 20-45°C y
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cationes divalentes 0,001-10 mM (por ejemplo, Mg++, Ca++); preferiblemente NaCl o KCI
aproximadamente 150 mM, pH 7,2-7,6, catién divalente 5 mM y con frecuencia incluyen 0,01-1,0 por
ciento de proteina inespecifica (por ejemplo, BSA). Un detergente no iénico (Tween, NP-40, Triton X-
100) puede con frecuencia estar presente, habitualmente de aproximadamente 0,001 a 2%,
tipicamente de 0,05 a 0,2% (v/v). Las condiciones particularmente adecuadas pueden ser
seleccionadas facilmente por el facultativo experto de acuerdo con métodos convencionales. Como
guia general, pueden usarse las siguientes soluciones acuosas tamponadas: NaCl 10-1200 mM,
Tris/HCI 5-50 mM, pH 5-8, con adicion opcional de catién o cationes divalentes y/o quelantes
metdlicos y/o detergentes no ionicos y/o fracciones de membrana y/o agentes antiespuma y/o
centelleantes.

“Condiciones esencialmente fisiologicas” se pretende que se refiera a, por ejemplo, un pH de 6,5 a
7,5, preferiblemente de 7,0 a 7,5 y/o una concentracion de tampén de 10 a 50 mM, preferiblemente de
25 a 50 mM y/o una concentracion de sales monovalentes (por ejemplo, Na o K) de 120 a 170 mM,
preferiblemente 150 mM. Adicionalmente puede estar presente sales divalentes (por ejemplo, Mg o
Ca) a una concentracion de 1 a 5 mM, preferiblemente 1 a 2 mM, en las que mas preferiblemente el
tampon se selecciona del grupo que consiste en Tris-HCI o HEPES.

Las etapas de contacto de acuerdo con cualquiera de los métodos de la invencién pueden, sin
embargo, también realizarse ventajosamente en presencia de mayores concentraciones de sal (por
ejemplo, hasta 1,2 M) para reducir la union inespecifica de proteinas de fondo o a temperatura mas
baja (por ejemplo, 4°C) para asegurar estabilidad de las proteinas y evitar agregacion proteica.

Como se ha mencionado anteriormente, los métodos de la invencion pueden incluir una etapa de eluir
el analito del soporte sélido con o sin un compuesto unido a él. Preferiblemente, los componentes
diana de la presente invencion se eluyen del soporte sélido antes de combinarse en una muestra,
basandose en la cual se realiza la etapa de deteccion.

Los métodos de elucion adecuados se conocen principalmente en la técnica y dependen de la
naturaleza de la interaccion. Principalmente, los cambios de fuerza iénica, el valor de pH, la
temperatura o la incubaciéon con detergentes son adecuados para disociar el componente diana del
analito del compuesto inmovilizado o el soporte solido (en caso de interaccion inespecifica). La
aplicacion de un tampén de elucion puede disociar parejas de uniéon mediante valores de pH extremos
(pH alto o bajo; por ejemplo, disminucién del pH mediante el uso de citrato 0,1 M, pH 2-3), cambio de
fuerza iénica (por ejemplo, alta concentracion de sal usando Nal, Kl, MgCl» o KCI), agentes reductores
de polaridad que interrumpen las interacciones hidrofébicas (por ejemplo, dioxano o etilenglicol) o
agentes desnaturalizantes (sales caotrépicas o detergentes tales como dodecilsulfato sédico (SDS);
para una revision, véase Subramanian A., 2002, Immunoaffinity chromatography. Mol. Biotechnol.
20(1), 41-47).

Con estos métodos bastante inespecificos se liberara la mayoria o todos los componentes diana
unidos del analito y pueden, por lo tanto, analizarse, por ejemplo, mediante espectrometria de masas
(o como alternativa mediante cualquier otro método de deteccion adecuado, véase posteriormente).

Si el material de soporte esta contenido dentro de una columna el material liberado puede recogerse
como flujo continuo de columna. En caso de que el material de soporte se mezcle con el analito
(denominado procedimiento de lote) puede ser util o incluso necesaria una etapa de separacion
adicional tal como centrifugacion suave y el material liberado se recoge como sobrenadante. Como
alternativa, pueden usarse perlas magnéticas como soporte soélido de modo que las perlas pueden
eliminarse de la muestra mediante el uso de un dispositivo magnético.

El experto apreciara que entre las etapas individuales de los métodos de la invencion, pueden ser
necesarias etapas de lavado. Dicho lavado es parte del conocimiento del experto en la materia. El
lavado sirve para eliminar componentes del analito no unidos del soporte sélido. Las interacciones de
union inespecifica (por ejemplo idnica simple) pueden minimizarse mediante la adicion de niveles
bajos de detergente o mediante ajustes moderados de las concentraciones de sal en el tampén de
lavado.

La identificacion y cuantificacion de los componentes diana eluidos se basa en localizacién de sefial
resuelta espacialmente y la magnitud de sefial. Pueden usarse muchas tecnologias de dispositivos
diferentes que pueden resolver espacialmente una magnitud de sefial o tasa de apariencia de sefal
para la deteccién de uniéon a componente diana.
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Estos métodos pueden emplearse en cualquiera de los métodos de la presente invencion e incluyen,
pero no se limitan a, deteccion de fluorescencia a partir de componentes diana marcados,
intercaladores fluorescentes, agentes de unién de hendidura fluorescente, balizas moleculares,
radiois6topos, potenciales de superficie, productos de colores, dianas marcadas con enzimas, dianas
marcadas con anticuerpos y dianas marcadas con particulas de oro.

Preferiblemente, los componentes diana eluidos se detectan preferiblemente usando métodos de
deteccion de radiactividad, métodos de deteccion de fluorescencia, métodos de deteccion de
luminiscencia, métodos de deteccion de tincion, métodos de deteccidon enzimatica y espectrometria de
masas.

En una realizacion preferida, los componentes diana eluidos se detectan, es decir, caracterizan y
cuantifican, por espectrometria de masas.

La identificacion de proteinas con analisis espectrométrico de masas (espectrometria de masas) se
conoce en la técnica (Shevchenko et al., 1996, Analytical Chemistry 68: 850-858; Mann et al., 2001,
Analysis of proteins and proteomes by mass spectrometry, Annual Review of Biochemistry 70, 437-
473) y se ilustra adicionalmente en la seccion ejemplo.

Los componentes diana en el analito se marcan ventajosamente con un marcador detectable. Como
se ha mencionado anteriormente, en una realizacién preferida de los métodos de la invencion el
marcador detectable es diferente en cada alicuota del analito.

Puede usarse en este sentido el procedimiento SILAC (marcaje isotdpico estable con aminoacidos en
cultivo celular) establecido para el analisis cuantitativo de proteina mediante espectrometria de masas.
Por ejemplo, pueden estar codificadas tres poblaciones de células pueden estar codlflcadas por SILAC
usando tres combinaciones distintas de arginina y lisina marcadas con isétopos (Arg /Lys Arg /Lys
Arg /Ly58) Sin embargo, los métodos o etapas de la presente invencion también pueden combinarse
con cualquier otra estrategia para cuantificacion de proteinas mediante espectrometria de masas.

Otros marcadores detectables pueden, sin embargo, emplearse también en los métodos de la
invencion. Por ejemplo, los marcadores detectables adecuados se seleccionan del grupo de
radiomarcadores, tales como 13’C 2p g H 129) gng "In y similares, marcadores de tincion,
marcadores que pueden detectarse con antlcuerpos, marcadores enzimaticos y marcadores que
tienen una masa detectable. Se describen ejemplos para el uso de espectroscopia de masas en
analisis protedmico en Ho Y, et al. (sin marcadores) (“Systematic identification of protein complexes in
Saccharomyces cerevisiae by mass spectrometry” Nature 2002, Jan. 10; 415(6868): 180-3.); Gu S, et
al. ("Precise peptide sequencing and protein quantification in the human proteome through in vivo
lysine-specific mass tagging”". J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2003, Jan; 14(1):1-7) y Williams C vy
Addona TA ("The integration of SPR biosensors with mass spectrometry: possible applications for
proteome analysis." Trends Biotechnol. 2000 Feb; 18(2):45-8).

El marcador del componente diana también puede seleccionarse de marcadores fosforescentes,
marcadores fluorescentes, marcadores quimioluminiscentes, fosfatasas, avidina, estreptavidina,
biotina, marcadores por el método de TAP y peroxidasas. Ademas de TAG, otros marcadores son
diana Arg, dominio de unién a calmodulina, péptido de unién a celulosa, DsbA, etiqueta c-myc,
glutation S-transferasa, etiqueta FLAG, etiqueta HAT, etiqueta His, proteina de unidon a maltosa, NusA,
etiqueta S, etiqueta SBP, etiqueta Strep y tioredoxina. Los usos de estas etiquetas se describen
exhaustivamente en la bibliografia (por ejemplo, en Terpe K., Appl. Microbiol. Biotechnol. 2003 Jan;
60(5):523-33).

Como se ha indicado previamente en la presente memoria, los métodos de la invenciéon pueden
realizarse al completo o al menos en parte de un modo de alto rendimiento.

Los métodos de la presente invencion permiten la determinacion de valores de Ky para todos los
componentes diana identificados en el intervalo de concentracion cubierto por las diferentes
concentraciones de compuesto (densidades) del compuesto inmovilizado. Para los componentes
diana con afinidad muy alta, puede estimarse que los valores de Kyq son mas bajos que los
correspondientes a la concentracion de compuesto inmovilizado mas baja, mientras que para dianas
de interaccién bastante débil con menos del 50% de unién a la concentracion de compuesto mas alta,
puede concluirse que los valores de Ky estan por encima de un cierto umbral. Ademas de recuperar
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informaciéon cuantitativa acerca de sensibilidades de proteina diana al compuesto inmovilizado, los
agentes de union de fondo pueden distinguirse facilmente de las proteinas diana retenidas
especificamente.

La presente invencién resuelve los principales defectos de los procedimientos proteémicos quimicos
previos basados en purificaciones por afinidad de inhibidor inmovilizado. Usando extracto de células
HelLa, el analisis quimico cuantitativo descrito de V16742 inmovilizado dio como resultado la
determinacion de Ky para 131 dianas celulares que incluian 96 proteina quinasas identificadas y
cuantificadas mediante espectrometria de masas (Fig. 2b y Tabla 1). La distribucién de dianas de
quinasa identificadas en el arbol del quinoma sugiere que V16742 es un inhibidor bastante no
selectivo (Fig. 2d). Las dianas no quinasa también pueden identificarse por el método de la invencion.
Los métodos de la invencion pueden adaptarse para cualquier tipo de ligando de afinidad, que puede
inmovilizarse en un soporte solido.

Para confirmar los resultados de espectrometria de masas, los lisados totales de células HelLa se
sometieron a IVA1 e IVA2 con perlas de control o perlas V16742. Las proteinas retenidas en las perlas
se inmunotransfirieron con anticuerpos especificos para JNK2, RIPK2, ERK2 y ROCK2, variando las
afinidades de dianas de altas a muy bajas como se identificd/predijo mediante espectrometria de
masas. Las quinasas interactuaron especificamente con la matriz de V16742 (Figura 2c) con patrones
de acuerdo con los predichos por el disefio experimental (Figura 1) asi como los datos cuantitativos
obtenidos mediante la espectrometria de masas (Tabla 1).

La informacion de los valores Ky diana para un inhibidor inmovilizado permite adicionalmente
establecer una plataforma proteémica quimica cuantitativa para un analisis de selectividad rapido de
compuestos de ensayo libres contra esas dianas, que son retenidas por el inhibidor inmovilizado. Para
establecer este enfoque de cribado, se afiadieron concentraciones crecientes del inhibidor de quinasa
SB203580 a asociaciones in vitro con lisados celulares marcados diferencialmente con SILAC y el
inhibidor bastante no selectivo V16742 inmovilizado a la densidad mas alta (Fig. 3a). Se ensayaron
diferentes concentraciones (100 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM) de SB203580 con respecto a su capacidad
para competir con la interaccion entre la lista completa de dianas quinasa/no quinasa y V16742
inmovilizada. La prevencion dependiente de dosis de union de proteinas diana SB203580 al inhibidor
inmovilizado se midié6 mediante MS cuantitativa y pudo usarse para determinar las concentraciones
ICs0 especificas de diana para SB203580, a las que el compuesto libre inhibié la union a V16742
inmovilizada en un 50%. Los espectros representativos para la RIPK2, la diana que compite mas
fuertemente con SB203580 con respecto a su interaccion con V16742 inmovilizada, se muestra en la
Fig. 3b. Posteriormente, usando la ecuacion clasica de Cheng-Prusoff, los valores de ICsy para
SB203580 y los valores de Ky previamente determinados para V16742 inmovilizada se pudieron usar
para determinar los valores de Ky para dianas SB203580 representadas en la resina de afinidad
V16742 (Tabla 2).

Una vez mas, los resultados de espectrometria de masas se confirmaron mediante
inmunotransferencia. Las reacciones IVA en presencia de concentraciones crecientes de SB203580
se exploraron con anticuerpos especificos para RIPK2, GAK, CK1a, GSK3B y JNK2 las dianas de
SB203580 identificadas/predichas por espectrometria de masas. La interaccion entre las quinasas y la
V16742 inmovilizada competia especificamente con SB203580 de un modo dependiente de dosis (Fig.
3c) validando los resultados de espectrometria de masas cuantitativa (Tabla 2) afadiendo de este
modo a la prueba de concepto.

Asi pues, una vez que se han determinado los valores de Ky para union a proteina diana de un
inhibidor o inhibidores de quinasa no selectivos (o una combinacién de no selectivos) para las
proteinas en un extracto bioldgico mediante la estrategia proteémica quimica descrita anteriormente,
esta informacion puede usarse para establecer un panel de selectividad, en el que todas las proteinas
retenidas pueden ensayarse rapidamente con respecto a sus sensibilidades a compuestos de interés
(que no tienen que estar ellos mismos inmovilizados).

El inhibidor de quinasas clinico gefitinib y su derivado inmovilizado AX14596 se emplearon para idear
adicionalmente el concepto de protedmica quimica de la presente invencidon que integra la
identificacion diana de amplio proteoma imparcial y mediciones de afinidad por diana controladas por
calidad. Los lisados celulares diferencialmente codificados por SILAC se incubaron tanto con las
perlas de inhibidor que presentan AX14596 inmovilizado como resina de control que carece de
ligando. En paralelo, el sobrenadante de la primera etapa de unidon se someti® a una segunda
incubacion con la resina AX14596 (Fig. 4). Las tres fracciones de elucion resultantes se combinaron,
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se resolvieron por electroforesis en gel, se digirieron proteoliticamente y se cuantificd la abundancia
relativa de las proteinas retenidas. Se identificaron proteinas que muestran unién considerable a la
resina de control como interactores no especificos y, por tanto, no se consideraron mas. La relacion r
para la cantidad relativa de proteina retenida en la segunda ronda frente a la primera de unién a perlas
AX14596 es igual a la fraccion de una diana que no fue secuestrada por el inhibidor inmovilizado,
mientras que 1-r indica la proporcion de diana que en realidad se uni6 a la resina de afinidad (Fig. 4a,
Fig. 6a y 6b). Estas relaciones especificas para diana fueron similares en experimentos “de cambio de
marca” (Fig. 6a y 6c¢). El equilibrio de union se determind en experimentos con SILAC de control
paralelo, ademas del exceso del compuesto inmovilizado sobre sus dianas celulares, siendo el exceso
preferentemente un exceso molar (Fig. 7 y Fig. 8).

Usando la concentracion espectrofotométricamente determinada del compuesto inmovilizado (por
ejemplo, AX14596), las constantes de disociacion (valores de Ki) pueden calcularse para proporcionar
una medida cuantitativa de las afinidades diana respectivas para el compuesto inmovilizado (Fig. 4,
Tablas 3-5).

Para comprobar afinidades por diana potencialmente alteradas debido a modificacion y/o
inmovilizacion del compuesto parental, el efecto de concentraciones crecientes de compuesto sobre la
union de diana al compuesto modificado y/o inmovilizado (por ejemplo, el efecto de concentraciones
crecientes de gefitinib sobre la unién de diana a perlas AX14596; véase la Fig. 4) puede monitorizarse,
por ejemplo, en experimentos de competicion, preferentemente en experimentos de competicion
basados en SILAC. En el ejemplo de los experimentos representados en la Fig. 4, la pre-incubacion de
lisado con tanto gefitinib “libre” como perlas AX14596 antes de la adicion del reactivo de competicion
dio resultados similares, que muestran la union en equilibrio bajo las condiciones de ensayo (Fig. 9).
La concentracion de gefitinib requerida para la inhibicion al 50% de la unién de diana a perlas
AX14596, CI50(Gef.), junto con la concentracion previamente determinada de su derivado
inmovilizado, ademas de los valores de Kj de diana para su derivado inmovilizado, se usé para
calcular las constantes de disociacion especificas para diana Ki(Gef.) para gefitinib “libre” segun la
ecuacion de Cheng-Prusoff (Fig. 4 y Tabla 4). Estas constantes de disociacion estuvieron en buena
correlacion con valores de Ki determinados en ensayos de quinasa in vitro usando enzimas
recombinantes (Tabla 3). Estos resultados confirman que la estrategia de protedmica quimica
cuantitativa de la invencién es un procedimiento adecuado para permitir el perfilado cuantitativo directo
de compuestos, por ejemplo, inhibidores de quinasas de molécula pequefia, contra diversos analitos,
por ejemplo, extractos bioldgicos.

Ademas, la identificacion de la NADH difosfatasa NUDT12 y bleomicina hidrolasa como posibles
dianas celulares de gefitinib indica que la cuantificacion no esta limitada a proteinas quinasas
(Abdelraheim, S.R., Spiller, D.G. & McLennan, A.G. Mammalian NADH diphosphatases of the Nudix
familia: cloning and characterization of the human peroxisomal NUDT12 protein. Biochem J 374, 329-
335 (2003); Ramotar, D. & Wang, H. Protective mechanisms against the antitumor agent bleomycin:
lessons from Saccharomyces cerevisiae. Current Genetics 43, 213-224 (2003)).

En una implementacion alternativa del enfoque proteémico quimico segun la invencion, el inhibidor de
quinasas VI16742 basado en pirido[2,3-d]pirimidina ampliamente selectivo se ha usado para captura
por afinidad (Fig. 10a). Usando la misma estrategia cuantitativa que se ha descrito anteriormente, los
valores de Ki para VI16742 inmovilizado podrian determinarse para aproximadamente 130 proteinas
quinasas y aproximadamente 25 otras enzimas de unién a nucleoétido (Fig. 5a 'y Tablas 7 a 8). Como
se muestra por analisis de ontologia génica, las funciones moleculares correspondientes se
sobrerrepresentaron altamente en proteinas especificamente retenidas por la resina inhibidora (Fig.
10b).

Las proteinas que interaccionan con VI16742 compusieron un panel de seleccion para el perfilado de
inhibidores cuantitativos contra un gran numero de proteinas de unién a nucleétidos derivados de su
entorno celular nativo. La resina VI16742 con solo una molécula de captura inmovilizada permitié la
evaluacion cuantitativa de un nimero casi similar de proteinas quinasas en un extracto celular como
una mezcla de resinas previamente descrita de siete ligandos distintos (Bantscheff, M. y col. Nat.
Biotechnol. 25, 1035-1044 (2007).

La competicion de un compuesto de interés por la unidén a componente diana en un analito, por
ejemplo, del inhibidor de quinasas SB203580, puede evaluarse cuantitativamente, por ejemplo, por
experimentos con SILAC, en un modo dependiente de la concentracion (Fig. 5b). Los valores de CI50
resultantes conjuntamente con los datos cuantitativos para VI16742 inmovilizado permitieron
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determinar constantes de disociacion para SB203580, como se muestra para RIPK2, GAK, GSK3pB y
otras dianas de quinasa (Fig. 5b, Tabla 8). Los valores de Ki determinados para SB203580 y gefitinib
por el enfoque protedmico de la invencion se correspondieron bien con los datos de ensayos de
quinasa recombinantes, que indican una mejora significativa en la precisién de las mediciones de
afinidad por diana celular (Tabla 6 y Fig. 11).

Sin embargo, el procedimiento de la invencién no se limita conceptualmente a analisis de inhibidores
de quinasas, pero puede aplicarse, por ejemplo, a cualquier otra clase de moléculas pequefias

Usando la tecnologia proteémica quimica de acuerdo con los métodos de la presente invencion,
pueden evaluarse al mismo tiempo las moléculas candidatas, sus dianas moleculares, mecanismos de
accion, selectividad y eficacia, mejorando asi dramaticamente el procedimiento de descubrimiento de
farmacos y disminuyendo la tasa de desgaste de los compuestos en pipelines de desarrollo clinicos.

El uso de compuestos tipo farmaco inmovilizados en un soporte soélido como sondas de afinidad para
identificar y cuantificar la unién de proteinas directamente desde lisados celulares o muestras tisulares
ofrece la ventaja de identificar las proteinas que son inherentemente susceptibles de convertirse en
farmacos. Asi pues, la aplicacion de esta tecnologia para buscar nuevos miembros de una familia
diana da como resultado no sélo la identificacion de nuevos miembros diana sino también la
identificacion de compuestos de alta afinidad altamente selectivos para la diana.

La presente invencion describe el uso de los métodos descritos en la presente memoria como una
herramienta general de descubrimiento de farmacos. Este enfoque protedmico quimico facilita el
entendimiento de dianas proteicas funcionales y proporciona herramientas para diseccionar complejos
procesos celulares.

La presente invencion describe el uso de los métodos descritos y reivindicados en la presente
memoria para la identificacién de nuevas indicaciones para farmacos aprobados existentes. Con el
proposito de ilustrar considérese un farmaco que es un inhibidor de quinasa. Dado el gran numero de
quinasas que se espera que existan, es altamente probable que este compuesto inhiba otras dianas
de quinasas oportunistas implicadas en patologias de mas amplio impacto. Por lo tanto, es razonable
predecir que el mercado potencial de este compuesto podria aumentar en gran medida.

La presente invencion describe el uso de los métodos descritos y reivindicados en la presente
memoria para definir el mecanismo de accion de un candidato temprano a farmaco. En el escenario en
el que un candidato a farmaco muestra un efecto biolégico interesante, pero para el que se desconoce
el mecanismo molecular general, la tecnologia puede usarse para permitir una optimizacion racional
de la actividad. Por ejemplo, si una compafiia tiene una molécula candidata pequefia o una clase de
moléculas que muestran un efecto bioldgico interesante y eficacia en un modelo de enfermedad dado,
pero el mecanismo exacto de accién no se entiende, la identificacion de dianas de efecto relacionado
servira para facilitar su desarrollo a farmacos. Si los datos de relaciéon estructura-actividad estan
disponibles, pueden identificarse regiones de la molécula que pueden modificarse sin suprimir la
actividad bioldgica. La inmovilizacion de este candidato a farmaco permite que un analisis protedmico
identifique la(s) diana(s) del compuesto. La informacion de este tipo es de tremendo valor en el
procedimiento de optimizacion, especialmente cuando la diana de interés es responsable del disefio
de farmaco basado en estructura.

La presente invencion describe el uso de los métodos descritos y reivindicados en la presente
memoria para su perfilacion ADME/Tox. La tecnologia descrita en la presente memoria puede usarse
para generar perfiles de toxicidad y evaluar las propiedades ADME de candidatos a farmaco antes de
que se introduzcan a la clinica. Las propiedades farmacocinéticas de un candidato a farmaco pueden
evaluarse mediante la exposicidon del compuesto o clase de compuesto a una bateria/panel de
proteomas relevantes ADME/Tox (es decir, proteinas de unién a suero para su uso en, por ejemplo, la
evaluacion de biodisponibilidad de un farmaco potencial), que proporciona informacion importante util
en la priorizacion de candidatos y las etapas de optimizacion de candidatos. Dadas las varias posibles
clases de candidatos a llevar a optimizacién de candidatos, una rapida evaluacion de las propiedades
de cada clase ayuda al quimico a seleccionar en qué clase centrarse. La clase con mayor probabilidad
de tener buenas propiedades ADME tiene mas probabilidad de generar un candidato a farmaco que
tiene las propiedades deseadas para el desarrollo de farmaco. De igual modo, el conocimiento de las
dianas secundarias y terciarias para dichos compuestos reducira la aparicion de efectos secundarios
potencialmente téxicos, incrementando de este modo la tasa de éxito del desarrollo clinico. En
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general, esta técnica puede usarse como un filtro para priorizar qué compuestos deben llevarse a
estudios farmacocinéticos y toxicoldgicos mas rigurosos y caros.

Asi pues, los métodos para cuantificacion en todo el proteoma de unidon de moléculas pequefias a
proteinas diana celulares descritos y reivindicados en la presente memoria pueden aplicarse para
resolver problemas fundamentales y proporcionar servicios a la industria farmacéutica.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos.

Ejemplo 1: Sintesis de Compuestos y Unidon Covalente

El inhibidor de quinasa V16742 se sintetizd en base a las rutas sintéticas descritas. El inhibidor de
quinasas V16742 se sintetizd basandose en rutas de sintesis descritas (Moloney, G.P. y col. A novel
series of 2,5-substituted tryptamine derivatives as vascular 5HT1B/1D receptor antagonists. J Med
Chem 40, 2347-62 (1997). Barvian, M. y col. Pyrido[2,3-d]pyrimidin-7-one inhibitors of cyclin-
dependent kinases. J Med Chem 43, 4606-16 (2000)). AX14596 y gefitinib se sintetizaron como se ha
descrito previamente (Brehmer, D. y col. Cellular targets of gefitinib. Cancer Res 65, 379-382 (2005)).
V16742 se acopl6 a perlas de Sepharose activadas por epoxi a tres concentraciones diferentes y la
concentracion relativa de inhibidor covalentemente inmovilizado sobre las distintas resinas se
determind mediante espectrofotometria (aqui 1, 5 y 25 veces de la menor concentracion). Dos
volumenes de AX14596 a una concentracion de 2,5 mM se acoplaron a un volumen de perlas de
Sepharose activadas por epoxi (GE Healthcare) como se ha descrito previamente (Wissing, J. y col.
Proteomics analysis of protein kinases by target class-selective prefractionation and tandem mass
spectrometry. Mol Cell Proteomics 6, 537-547 (2007)). La concentracion de inhibidor covalentemente
inmovilizado se determind espectrofotométricamente midiendo la reducciéon de la concentracion de
inhibidor en la fase soluble durante la reaccién de acoplamiento.

Ejemplo 2: Cultivo Celular y Experimentos de Asociacién In Vitro

Para el marcaje de is6topo estable con aminoacidos en cultivo celular (SILAC), se cultivaron células
HelLa S3 en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) que contenia suero bovino fetal
dializado al 10% (Invitrogen) y L-arginina (Arg®) a 42 mg I y L-lisina (Lys®) a 71 mg I"' no marcadas o
cantidades equimolares de las variantes isotopicas L-arginina-U-"Cs (Arg®) y L-lisina-?Hs (Lys*) o L-
arginina-U-"2Ce-""N, (Arg'®) y L-lisina-">Cs-"°N (Lys®) (de Cambridge Isotope Laboratories).

Usando las tres poblaciones de células marcadas con SILAC y las tres diferentes resinas inhibidoras,
se realizaron dos experimentos paralelos denominados IVA1 (In Vitro Association, Composicion 1) e
IVA2 (In Vitro Association, Composicion 2). Para la asociacion in vitro con perlas de afinidad del
inhibidor, se lisaron células HeLa marcadas diferencialmente en tampén que contenia HEPES 50 mM
pH 7,5, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 0,5%, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM mas aditivos. Después de la
centrifugacion, los lisados se ajustaron a NaCl 1 M antes de la asociacion in vitro de 3 mg de lisado de
alto contenido salino con 30 ul de matriz V16742 drenada o matriz control segun el esquema
representado en la Figura 1 durante 2,5 horas a 4°C. En IVA1 las resinas con inhibidor inmovilizado a
tres diferentes concentraciones (siendo las concentraciones finales 52 uM, 8,74 uM y 1,87 uM en la
reaccion) se incubaron con lisados celulares de células HeLa marcadas diferencialmente. En IVA2, los
lisados de células HelLa codificados con SILAC se sometieron a dos ciclos paralelos de purificacion
por afinidad consecutiva a la mayor densidad de ligando en los que el sobrenadante remanente
después de la primera IVA se uso para el segundo ciclo de IVA. También se realizé una incubacion
adicional de lisado de células HelLa con perlas de control desprovistas de inhibidor inmovilizado para
distinguir agentes de unién de fondo. Después de tres etapas de lavado con tampon de lisis (dos
veces con tampoén de lisis que contenia NaCl 1 M y una vez con tampén de lisis) las perlas se
eluyeron con 30 pl de tampoén de muestra LDS 1,5x a 70°C durante 10 minutos para liberar el material
unido a resina.

Ejemplo 3: Experimentos IVA en Presencia del Competidor SB203580

Los lisados de células marcadas diferencialmente con SILAC se preincubaron con concentraciones
crecientes del inhibidor de quinasa SB203580 (0 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM) durante 30
minutos a 4°C en la oscuridad. Estos lisados se sometieron después a asociaciones in vitro con las
perlas inhibidoras de alta densidad (V16742) durante 2,5 horas a 4°C. Las muestras se procesaron
después como se ha descrito anteriormente.
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Ejemplo 3a: Experimentos con IVA usando gefitinib inmovilizado (=AX14596) en presencia de gefitinib
competidor, o usando V116742 inmovilizado en presencia de SB203580 competidor

Para experimentos de competicién, lisados marcados con células SILAC se trataron con diferentes
concentraciones de gefitinib (0 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 pM) o SB203580 (0 nM, 100 nM, 1 uM,
10 uM, 100 uM) durante 30 min antes de la adicion de perlas AX14596 o VI16742, respectivamente.
Alternativamente, los lisados se incubaron con las perlas de inhibidor durante 30 min antes de la
adicion de los inhibidores libres. Posteriormente, las asociaciones in vitro se realizaron durante otras
2,5h a4 °C. En todos los experimentos de asociacion in vitro se realizaron tres etapas de lavado (dos
con tampon de lisis que contiene NaCl 1 M y una con tampén de lisis) antes de la eluciéon del material
unido a resina con 30 ul de 1,5x tampdn de muestra LDS a 70 °C durante 10 min.

Ejemplo 3b: Experimentos con IVA usando dasatinib inmovilizado en presencia de dasatinib
competidor

El inhibidor de quinasas dasatinib se acoplé a Sepharose activada con epoxi y células K562 se
marcaron con SILAC como se ha descrito en los Ejemplos 1 y 2. Cinco resinas de afinidad por
dasatinib con diferentes concentraciones de inhibidor covalentemente inmovilizado (aqui 1, 2, 4,8y 16
veces de la menor concentracion) se sometieron a experimentos con IVA como se ha descrito en los
Ejemplos 2 y 3 en presencia de concentraciones crecientes de dasatinib libre (0 nM, 3 nM, 10 nM, 30
nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM). El analisis de masas espectrométrico se realizd6 como se ha descrito en los
Ejemplos 4, 6, 7 y 8. Los valores de CI50 para dasatinib libre (CC50) y los valores de Kd para
dasatinib inmovilizado se usaron para determinar valores de Kd para dasatinib libre como se describe
en el Ejemplo 9.

Ejemplo 4: Preparacion de Muestra para Espectrometria de Masas

Se combinaron los eluatos de cromatografia de afinidad se combinaron y se resolvieron mediante
electroforesis en geles preparados (NuPage Bis-Tris al 4-12%, Invitrogen) y se visualizaron mediante
tincion coloidal de Coomassie (Shevchenko, A., et al., Nat. Protoc. 1, 2856-60 (2006)). Los geles se
cortaron después en 3 laminas, seguido de digestion en el gel con tripsina y extraccion de péptidos
con StageTips (Rappsilber, J. et al., Nat. Protoc. 2, 1896-906 (2007); Olsen, J. V. et al., Cell 127, 635-
48 (2006)).

Ejemplo 5: Andlisis por Inmunotransferencia

Se realiz6 la inmunotransferencia de los eluatos de cromatografia de afinidad de las composiciones
IVA1 o IVA2 se realizé con los siguientes anticuerpos: anti-caseina quinasa lo. de conejo, anti-JNK2 de
conejo, anti-ROCK-II de conejo (todos de Cell Signaling Technology, Inc.), anti-GSK3p, anti-RIPK2,
anti-GAK, anti-ERK2 (Santa Cruz).

Se realizaron las reacciones IVA de lisados celulares HelLa con perlas V16742 inmovilizadas se
realizaron en presencia de concentraciones crecientes de SB203580 (0 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM, 100
puM). Para validar los resultados de espectrometria de masas, las proteinas unidas eluidas de la matriz
se inmunotransfirieron con anticuerpos especificos contra las dianas de SB203580 concretamente
JNK2, RIPK2, ERK2 y ROCK?2.

Ejemplo 6: Andlisis Espectrométrico de Masas

Todos los analisis espectrométricos de masas (MS) se realizaron con un sistema HPLC de nanoflujo
(Agilent Technologies 1100, Waldbronn, Alemania) conectado a un espectrometro de masas LTQ-
Orbitrap hibrido (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemania) equipado con una fuente de iones de
nanoelectropulverizacion (Proxeon Biosystems, Odense, Dinamarca) esencialmente como se ha
descrito (Olsen, J. V. et al., Cell 127, 635-48 (2006)). Brevemente, el péptido triptico y las mezclas
fosfopeptidicas se separaron en una columna analitica de 15 cm (diametro interior de 75 um)
empaquetada interiormente con perlas C18 de 3 um (Reprosil-AQ Pur, Dr. Maisch) con un gradiente
de 2 horas de acetonitrilo del 5 al 40% en acido acético al 0,5%. El efluente del HPLC se
electropulverizé directamente en el espectrémetro de masas. El instrumento de MS se operé en modo
dependiente de datos para que cambiara automaticamente entre MS de exploracion completa y
adquisicion de MS/MS. Se obtuvieron espectros de MS de exploracion completa en el estudio (de m/z
300 a 2000) en el orbitrap con resolucién R=60.000 a m/z 400 (después de la acumulacién hasta un
“valor diana” de 1.000.000 en la trampa idnica lineal). Los cinco iones peptidicos mas intensos con
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estados de carga > 2 se aislaron secuencialmente hasta un valor diana de 5.000 y se fragmentaron en
la trampa ionica lineal mediante activacién multietapa (MSA o seudo MSS) (Olsen, J. V. et al., Cell 127,
635-48 (2006); Schroeder, M.J. et al., Anal. Chem. 76, 3590-8 (2004)). Todos los espectros idnicos de
fragmentos se registraron en la parte LTQ del instrumento. Para todas las mediciones con el detector
orbitrap, se us6 un i6n de masa fija de aire ambiental (m/z 429,08875) para calibracion interna como
se ha descrito (Olsen, J. V. et al, Mol. Cell Proteomics 4, 2010-21 (2005)). Las condiciones
espectrométricas de masa tipicas fueron: tensién de pulverizacion, 2,4 kV; flujo de gas sin envoltura y
auxiliar; temperatura capilar caliente, 150°C; energia de colision normalizada 35% para MSA en LTQ.
El umbral de seleccion idnica fue de 500 conteos para MS?. Se usaron un g de activacion = 0,25 y un
tiempo de activacion de 30 ms.

Ejemplo 7: Identificacion y Cuantificacién de Péptidos

Las listas de picos MS/MS se extrajeron de los archivos MS sin procesar y se exploraron mediante
MASCOT contra una base de datos diana/sefiuelo concatenada (Elias et al., Nat. Methods 2, 667-75
(2005)) consistente en una version directa y reversa combinada de la base de datos humana IPI
version 3.19. La tolerancia de masa inicial en el modo MS se ajusté a 25 ppm y la tolerancia de masa
MS/MS fue de 0,5 Da. Se buscéd la carbamidometilacion de cisteina como una modificacion fija,
mientras que se buscaron como modificacion la N-acetil proteina, N-piroglutamina, metionina oxidada,
fosforilacion de serina, treonina y tirosina y marcadores SILAC en arginina y lisina. El archivo de salida
html MASCOT se enlazé a los archivos MS sin procesar y se cargaron en el software MSQuant
(http://msquant.sourceforge.net). Para minimizar la tasa de falso descubrimiento (FDR), se filtraron
todas las identificaciones peptidicas mediante umbrales de error de masa y puntuacion MASCOT. Se
aceptaron péptidos basandose en el criterio de que el nimero de aciertos directos en la base de datos
era al menos 200 veces mayor que el numero de aciertos inversos en la base de datos (secuencias
peptidicas incorrectas), lo que da un FDR estimado de menos del 1% (p<0,01) (Elias et al., Nat.
Methods 2, 667-75 (2005)). Los criterios finales de filtrado a los que p < 0,01 era error de masa < 5
ppm (todos los experimentos), puntuacion MASCOT > 16 (IVA 1 e IVA2; experimento 1) puntuacion de
MASCOT > 18 (IVA1, experimento 2), puntuacion de MASCOT > 17 (IVA1, experimento 2) o
puntuacion de MASCOT > 12 (experimento de competicion 1y 2). MSQuant calculd la relacién media
sobre el tiempo de elucién del péptido y las tareas usadas para cuantificacion se presentaron
visualmente y se validaron. En particular, los criterios de validacion incluyeron que el péptido se
identificara en la forma correcta SILAC (pesada, media o ligera) y contuviera el numero correcto de
residuos de lisina y arginina especificados por la diferencia de masas observada en la exploracion
completa entre las parejas de SILAC.

Ejemplo 8: Andlisis de los Datos

Se asigné un molde identificador IPI comin a péptidos basandose en el archivo de salida html
MASCOT para la composicion IVA2 en el primer experimento. Los aciertos de proteinas identificados
basandose en péptidos Unicos se filtraron con respecto a error de masas y puntuaciéon de MASCOT.
Eventualmente, los aciertos identificados tanto en el primer como en el segundo experimentos IVA2 se
cuantificaron para la composicién IVA2 del primer experimento mediante MSQuant. Después se
separaron por filtracion los agentes de unién de fondo que mostraron mas de un 25% de unién a las
perlas de control en comparacion con la unidon observada en perlas de ligando de alta densidad. Se
hizo un siguiente ciclo de clasificacion para separar por filtracion los aciertos de proteinas que estaban
enriquecidas en menos de un 50% en el segundo ciclo IVA en comparacion con el primer ciclo IVA.
Esto se debe a que en un enriquecimiento por debajo del 50% podia haber errores significativos en la
deduccién de valores de Kd para las dianas correspondientes. Para las dianas que estaban
especificamente enriquecidas en IVA2 del experimento 1, las relaciones que representaban unién de
proteinas diana a diversas concentraciones de ligando (V16742) (composicion IVA1) se obtuvieron
después mediante MSQuant. Se cuantifico también el mismo conjunto de dianas en las composiciones
IVA2 e IVA1 de un segundo experimento independiente.

Para los experimentos de competiciéon con SB203580, los analisis de datos eran esencialmente
similares a los de los experimentos IVA y las relaciones obtenidas a través de MSQuant se
representaron de acuerdo con el molde identificador comun IPI. Se seleccionaron después proteinas
diana que mostraron al menos un 50% menos de unién a la concentracion de competidor mas alta de
100 uM en comparacion con la reaccion IVA control con perlas de ligando de alta densidad en
ausencia de SB203580. Para estas dianas seleccionadas, las relaciones que representaban
competicion a SB203580 1 uM y 0,1 uM también se obtuvieron mediante MSQuant.
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Los archivos de datos sin procesar resultantes de todos los experimentos con la resina inhibidora, por
ejemplo, AX14596, se analizaron conjuntamente con el software MaxQuant (version 1.0.12.0), que
realiza la generacion de listas de picos, cuantificacion basada en SILAC, determinacion de la tasa de
descubrimientos falsos (FDR), ensamblaje de grupos de péptidos a proteinas vy filtracion de datos
como se ha descrito (Graumann, J. y col. SILAC-labeling and proteome quantitation of mouse
embryonic stem cells to a depth of 5111 proteins. Mol Cell Proteomics (2007); Cox, J. & Mann, M. Is
proteomics the new genomics? Cell 130, 395-398 (2007)). Se buscaron datos por comparaciéon con
una version directa e inversa concatenada de la base de datos IPl humana (version 3.37)
complementada con contaminantes frecuentemente detectados usando Mascot (Matrix Science,
version 2.1.04). La carbamidometilacion de cisteina se estableci6 como una modificacion fija y la
proteina N-acetilo y metionina oxidada se dejaron como modificaciones variables. Los espectros que
se determinaron que resultaron de péptidos marcados pesados en la deteccidon pre-busqueda de
componentes de SILAC por MaxQuant se buscaron con las modificaciones fijas Lys4, Lys8, Arg6 y
Arg10, mientras que los espectros de EM/EM para los que no pudo asignarse estado de SILAC antes
de la busqueda en la base de datos se buscaron por comparacion con Lys4, Lys8, Arg6 y Arg10 como
modificaciones variables. La tolerancia de masa se fij6 a 5 ppm para iones precursores
monoisotdpicos y a 0,5 Da para picos de EM/EM. La longitud de péptido minima se fij6 a 6
aminoacidos y se permitieron hasta tres escisiones ausentes y tres aminoacidos isotdpicamente
marcados por péptido. La tasa de descubrimientos falsos (FDR) aceptada fue del 1% para las
proteinas y péptidos. El corte para la probabilidad de error posterior (PEP) de péptidos se establecio al
10%. La PEP de péptidos se determiné generando puntuacion de Mascot e histogramas dependientes
de la longitud del péptido para tanto los éxitos directos como inversos y luego derivando la
probabilidad de una falsa identificacion para un péptido de puntuacién superior dada usando el
teorema de Bayes. Entonces se multiplicaron las PEP de péptidos que pertenecen a las mismas
proteinas. Cada secuencia de péptidos se consideré solo una vez con la menor PEP determinada en
caso de secuenciaciéon multiple del mismo patrén isotépico o de especies de péptidos con diferentes
SILAC, carga o estados de maodificacion. Las proteinas se clasificaron entonces segun sus productos
de sus PEP de péptidos y se incluyeron hasta que se alcanzé una FDR del 1% segun la fraccién de
proteinas inversas contenidas en la lista de proteinas. Ademas del umbral de FDR aplicado a la
identificacion de proteinas, las proteinas solo se incluyeron cuando se identificaron con al menos dos
péptidos (de los cuales uno se requirio por ser Unico para la proteina) y se cuantificaron si al menos un
par de SILAC cuantificable se asocid a ellos. Los valores atipicos no se eliminaron ya que se
calcularon las relaciones de proteina como la mediana en lugar del promedio de todas las relaciones
de péptidos. Para péptidos compartidos entre diferentes proteinas identificadas, las relaciones de
SILAC solo se consideraron para la relacion de la proteina identificada con el mayor niumero de
péptidos Unicos. Las relaciones de proteina para los diferentes experimentos de asociacion in vitro se
corrigieron para la relacion de reunion de SILAC inicial, que se determiné a partir de la mediana de
relaciones de proteina en extractos de células codificadas por SILAC reunidas.

Las proteinas cuantificadas se clasificaron primero segun la relacion promediada de proteina unida a
perlas de control sin inhibidor frente a proteina unida a perlas de inhibidor. Solo se consideraron
adicionalmente proteinas con una relacién de fondo inferior a 0,2. Posteriormente se tomaron
proteinas para las que las relaciones de unidn en la segunda ronda frente a la primera de incubacion
con perlas de inhibidor estuvieron disponibles como duplicados con sus valores promediados para la
posterior evaluacion de datos (en el caso de que este valor promediado fuera inferior a uno).
Contaminantes probables que presentan una relacion invertida en los experimentos por duplicado se
excluyeron del posterior andlisis. La relacion r de unién de proteina diana en la segunda ronda frente a
la primera de la asociacion in vitro se us6 para calcular las constantes de disociacién respectivas Ki
(Inhibidorinme) para el inhibidor inmovilizado segun la ecuacion:

Ki (Inhibidorinme) = [Inhibidorinme] x r/ (1 =)

[Inhibidorinme] fue la concentracion de inhibidor inmovilizado en el volumen final del ensayo de union.
Ademas, se determinaron relaciones de dianas unidas a resina después de 5 h frente a 2,5 h y para la
union de 1 mg en comparacion con 3 mg de extractos de partida para evaluar a qué grado se
satisficieron las condiciones de unién en equilibrio en los experimentos de asociacion in vitro.

En paralelo, las relaciones corregidas por error reunidas de los experimentos de competicion usando
una resina inhibidora, por ejemplo, AX14596, y diferentes concentraciones de inhibidor libre, por
ejemplo, concentraciones de gefitinib, se usaron para determinar valores de CI50 para la inhibicion al
50% de la unidon para dianas, para las que estuvieron disponibles valores de Kd para ligando
inmovilizado. Las relaciones correspondientes de experimentos por duplicado se promediaron.
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Usando la ecuacioén para una saturacion de sitio con la maxima union en ausencia de inhibidor fijado al
100%, los valores de CI50 especificos para diana se determinaron con el médulo de unién a ligando
de SigmaPlot (versién 10.0, software Systat, Inc.). Solo se consideraron proteinas diana con
relaciones de 0,6 o menos a la mayor concentracion de inhibidor libre en comparacion con la
incubacion de control. Posteriormente se calcularon valores de Ki diana para inhibidores libres segun
la ecuacion de Cheng-Prusoff:

Ki (InhibidorLibre) = Ki (Inhibidorlnmo) / ([Inhibidorlnmo] + Ki (Inhibidorinmo)) x CI50 (InhibidorLibre)

Ejemplo 9: Determinacién de Constantes de Unién

Las relaciones obtenidas de los experimentos IVA1 e IVA2 se convirtieron a porcentajes de unién a
diferentes densidades de ligando. Los valores de Ky se determinaron usando software SIGMA PLOT,
modulo de Unién de Ligando usando ecuacion para una saturacion de sitio con unién maxima ajustada
al 100%. El valor de Ky para dianas individuales calculado a partir de dos experimentos
independientes generalmente estaba dentro de dos veces.

La prevencién dependiente de dosis de la union de las proteinas diana SB203580 al inhibidor
inmovilizado medida por MS cuantitativa pudo representarse como curvas de dosis-respuesta. Los
datos se ajustaron a ecuacion de competicion de un sitio usando SIGMAPIot para determinar la ICso
especifica de diana para SB203580. Posteriormente, los valores de ICso para SB203580 y los valores
de Ky determinados previamente para V16743 inmovilizada pudieron usarse para determinar los
valores de Ky para dianas SB203580 representadas en la resina de afinidad V16742, de acuerdo con
la féormula:

Kase203580) = (Kaov16742)/ Kavie742) + [V16742]) X |Cs0(sB203580)

Ejemplo 10: Ensayos de quinasa

Los ensayos de quinasa in vitro de proteina quinasa 2 de interaccion con receptor (RIPK2), quinasa
terminal de NH2 de c-jun 202 (JNK202), caseina quinasa 16 (CK13), receptor de efrina B4 (EphB4)
(todos de Upstate), caseina quinasa 1¢ (CK1g) (Invitrogen), glucégeno sintasa quinasa 33 (GSK3p),
quinasa de tumor de mama (BRK), las quinasas Lyn y Yes de la familia Src, receptor de factor de
crecimiento de hepatocitos (Met) (todos de ProQinase) y quinasa asociada a ciclina G (GAK) (Godl, K.
y col. An efficient proteomics method to identify the cellular targets of protein kinase inhibitors. Proc
Natl Acad Sci U S A 100, 15434-15439 (2003)) se realizaron en tampo6n quinasa que contenia HEPES-
NaOH 60 mM, pH 7,5, MgCI2 3 mM, MnCI2 3 mM, ortovanadato de sodio 3 pM vy ditiotreitol 1,2 mM.
Como sustratos sirvieron 0,33 mg/ml de proteina basica de mielina (Sigma Aldrich) para RIPK2 y BRK,
200 pmol/l de CK1tida (Upstate) para CK18 y CK1g, 0,2 mg/ml de mezcla de histonas (Roche) para
GAK, 0,2 mg/ml de poli (Glu4Tyr) (Sigma) para EphB4, Lyn, Yes y Met, 80 ug/ml de GST-c-jun (Hibi,
M., Lin, A., Smeal, T., Minden, A. & Karin, M. Identification of an oncoprotein- and UV-responsive
protein kinase that binds and potentiates the c-Jun activation domain. Genes Dev 7, 2135-2148 (1993))
para JNK2a2 y sustrato GSK3p 50 uM (Calbiochem) para GSK3p. Todas las quinasas se ensayaron
en un volumen total de 25 yl en presencia de ATP 0,1 uM, 0,5 uCi de [y-33PJATP y diferentes
concentraciones de SB203580 o gefitinib. Tras una etapa de pre-incubacion de 30 min sobre hielo, las
reacciones de quinasa se empezaron mediante la adicion de ATP y se realizaron durante 7 min a 30
°C. Las reacciones de quinasa fueron lineales durante el tiempo de incubacion. En el caso de GAK y
RIPK2, la reaccion se detuvo mediante la adicion de 3x tampén de muestra SDS. Después de la
electroforesis en gel, las proteinas de sustrato fosforiladas se cuantificaron por deteccion y
cuantificacion de la radiactividad. Para todas las otras quinasas, las reacciones se terminaron
mediante la adicion de 6 pl de acido fosfoérico al 3% y sustratos fosforilados se unieron a filtros de fibra
de vidrio P30 (Wallac, Turku, Finlandia) para medir la incorporacion de 33P. Para ensayos de quinasa
in vitro de EGFR, células HelLa S3 se cultivaron a confluencia sobre placas de 15 cm en DMEM que
contenia 10% de suero bovino fetal (Invitrogen). Los lisados se prepararon con 750 pl de tampo6n de
lisis y se aclararon previamente por centrifugacion (Blencke, S., Ullrich, A. & Daub, H. Mutation of
threonine 766 in the epidermal growth factor receptor reveals a hotspot for resistance formation against
selective tyrosine kinase inhibitors. J Biol Chem 278, 15435-15440 (2003)). Se inmunoprecipitaron
alicuotas de 350 pl de lisado con anticuerpo mAb108.1 y perlas de proteina G-Sepharose durante 3 h
a 4 °C (Blencke, S., Ullrich, A. & Daub, H. Mutation of threonine 766 in the epidermal growth factor
receptor reveals a hotspot for resistance formation against selective tyrosine kinase inhibitors. J Biol
Chem 278, 15435-15440 (2003)). Las perlas se lavaron dos veces con 300 ml de tampén de lisis sin
aditivos y dos veces con 200 ul de tampdn quinasa. Los EGFR precipitados se pre-incubaron entonces
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sobre hielo durante 30 min en tampoén quinasa complementado con 0,2 mg/ml de poli (Glu4Tyr) y
diferentes concentraciones de gefitinib. Las reacciones de quinasa se empezaron mediante la adicion
de ATP 0,1 uM y 1 uCi de [y-33P]ATP y se realizaron durante 10 min a 30 °C en un volumen total de
50 pl antes de la adicién de 12 pl de acido fosférico al 3% y midiendo la incorporacion de 33P en
sustrato unido a filtro. Para todas las quinasas, los valores de CI50 se determinaron entonces usando
SigmaPlot (versién 10.0, software Systat, Inc.). CI50 = Ki para las quinasas analizadas, ya que la
concentracion de ATP usada en todos los ensayos (0,1 pyM) fue considerablemente inferior a los
valores de KM para ATP (Knight, Z.A. & Shokat, K.M. Features of selective kinase inhibitors. Chem
Biol 12, 621-637 (2005)).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para evaluar la afinidad de unién de un componente diana de un analito a un
compuesto que comprende
(a) poner en contacto una primera alicuota del analito con un soporte sélido en el que se
inmoviliza el compuesto;
(b) poner en contacto una segunda alicuota del analito con un soporte sélido como en
(a), separando posteriormente la segunda alicuota del analito de dicho soporte s6lido;
(c) poner de nuevo en contacto el analito separado de la etapa (b) con un soporte sdlido
como en (a);
(d) determinar las cantidades del componente diana unido al soporte solido en las
etapas (a) y (c); y
(e) comparar la cantidad de componente diana unido al soporte sélido en la etapa (a)
con la cantidad de componente diana unido al soporte sdlido de la etapa (c);

en donde la comparacién de la etapa (e) se usa para determinar el valor de Ky de la union de dicho
compuesto inmovilizado a dicho componente diana.

2. Procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente poner en contacto una tercera
alicuota de dicho analito con un soporte solido como en (a), que no tiene, sin embargo, dicho
compuesto inmovilizado en él, y determinar la cantidad de componente diana unido a dicho soporte
solido;

en el que la etapa (e) comprende adicionalmente comparar las cantidades de componente diana unido
al soporte solido en las etapas (a) y (c) con la cantidad de componente diana unido a dicho soporte
sélido que no tiene dicho compuesto inmovilizado en él.

3. Procedimiento para evaluar la afinidad de unién de un componente diana de un analito a un
compuesto que comprende

(a) poner en contacto una primera alicuota del analito con un soporte soélido en el que se
inmoviliza el compuesto;

(b) poner en contacto una segunda alicuota del analito con un soporte sélido como en
(a) en el que dicho compuesto estd, sin embargo, inmovilizado a una concentracion mas
alta que en (a);

(c) opcionalmente poner en contacto una tercera alicuota del analito con un soporte
soélido como en (a) en el que dicho compuesto esta, sin embargo, inmovilizado a una
concentracion mayor que en (b);

(d) determinar las cantidades de componente diana unido al soporte soélido de las etapas
(@) y (b) vy, si el procedimiento comprende la etapa (c), también la cantidad de
componente diana unido al soporte sélido de la etapa (c); y

(e) comparar las cantidades de componente diana unido al soporte sdlido en las etapas
(@) y (b) vy, si el procedimiento comprende la etapa (c), también la cantidad de
componente diana unido al soporte sdlido en la etapa (c);

en donde la comparacién de la etapa (e) se usa para determinar el valor de Ky de la union de dicho
compuesto inmovilizado a dicho componente diana.

4. Procedimiento de la reivindicacién 3, en el que la relacién de las concentraciones a las que se
inmoviliza el compuesto en el soporte solido en las etapas (a) y (b) se selecciona de las relaciones de
aproximadamente 1:2, aproximadamente 1:3, aproximadamente 1:4, aproximadamente 1:5,
aproximadamente 1:6, aproximadamente 1:7, aproximadamente 1:8, aproximadamente 1:9 o
aproximadamente 1:10.

5. Procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la relacién de las concentraciones a las que el
compuesto se inmoviliza en el soporte sélido en las etapas (a), (b) y (c) se selecciona de las
relaciones de aproximadamente 1:2:4, aproximadamente 1:3:9, aproximadamente 1:4:16,
aproximadamente 1:5:25, aproximadamente 1:6:36, aproximadamente 1:7:49, aproximadamente
1:8:64, aproximadamente 1:9:81 o aproximadamente 1:10:100.

6. Procedimiento de las reivindicaciones 3 a 5, que comprende adicionalmente poner en contacto una
cuarta alicuota de dicho analito con un soporte sélido como en (a) que, sin embargo, no tiene dicho
compuesto inmovilizado en él, y determinar la cantidad de componente diana unido a dicho soporte
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solido; donde la etapa (e) comprende adicionalmente comparar las cantidades de componente diana
unido al soporte sélido en las etapas (a) y (b) y, si el procedimiento comprende la etapa (c), también la
cantidad de componente diana unido al soporte sélido en la etapa (c) con la cantidad de componente
diana unido a dicho soporte sdlido que no tiene dicho compuesto inmovilizado en él.

7. Procedimiento para evaluar la afinidad de unién de un componente diana de un analito a un
compuesto competidor que comprende

(a) poner en contacto una primera alicuota del analito con un soporte sélido en el que se
inmoviliza un compuesto, que se une al componente diana con un valor de Kq dado, en
donde se lleva a cabo el contacto en presencia de dicho compuesto competidor;

(b) poner en contacto una segunda alicuota del analito con un soporte sélido como en
(a) en presencia de dicho compuesto competidor, en donde la concentracion de dicho
compuesto competidor es mayor que en (a);

(c) poner en contacto opcionalmente una tercera alicuota del analito con un soporte
sélido como en (a) en presencia de dicho compuesto competidor, en donde la
concentracion de dicho compuesto competidor es mayor que en (b);

(d) determinar las cantidades de componente diana unido al soporte soélido en las etapas
(@) y (b) y, si el procedimiento comprende la etapa (c), también la cantidad del
componente diana unido al soporte sélido en la etapa (c); y

(e) comparar las cantidades de componente diana unido al soporte sélido en las etapas
(@) y (b) vy, si el procedimiento comprende la etapa (c), también la cantidad de
componente diana unido al soporte sdlido en la etapa (c);

en donde la comparacioén de la etapa (e) se utiliza para determinar el valor de Ky de la union de dicho
compuesto competidor a dicho componente diana.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en donde dicho compuesto competidor se afiade al analito
antes de la puesta en contacto en las etapas (a) a (c).

9. Procedimiento de la reivindicacién 7 u 8, que comprende adicionalmente poner en contacto una
cuarta alicuota de dicho analito con un soporte sélido como en (a), en el que el contacto se realiza, sin
embargo, en ausencia de dicho compuesto competidor;

en el que la etapa (e) comprende adicionalmente comparar las cantidades de componente diana unido
al soporte solido en las etapas (a) y (b) y, si el procedimiento comprende la etapa (c), también la
cantidad de componente diana unido al soporte soélido en la etapa (c) con la cantidad de componente
diana unido a dicho soporte sélido en ausencia de dicho compuesto competidor.

10. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que los componentes
diana del analito se marcan con un marcador detectable.

11. Procedimiento de la reivindicacion 10, en el cual dicho marcador detectable es diferente en cada
alicuota.

12. Procedimiento de las reivindicaciones 10 6 11, en el cual los componentes diana del analito son
péptidos o proteinas, dicho marcaje se realiza mediante el procedimiento SILAC (marcaje de is6topos
estables con aminoacidos en cultivo celular) y en el cual dicha determinacion de acuerdo con la etapa
(d) se realiza mediante analisis cuantitativo de proteina a través de espectrometria de masas.

13. Procedimiento de las reivindicaciones 11 6 12, en el cual la determinacion de la etapa (d) se
realiza combinando dichos componentes diana unidos en una muestra y detectando las cantidades de
los componentes diana diferencialmente marcados en dicha muestra.

14. Procedimiento de la reivindicacion 13, en el cual los componentes diana se eluyen del soporte
solido antes de combinarse en dicha muestra.

15. Procedimiento de las reivindicaciones 7 a 14, en donde el compuesto competidor y el compuesto
inmovilizado en el soporte sélido son el mismo.

16. Procedimiento de las reivindicaciones 7 a 14, en donde el compuetso competidor y el compuesto
inmovilizado en el soporte sélido son diferentes.
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17. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual el compuesto esta
presente durante dichas etapas de contacto en un exceso molar en comparacion con el componente
diana.

18. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual dichas etapas de
contacto se realizan simultaneamente.

19. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual el analito
se selecciona del grupo que consiste en un proteoma, una mezcla de diferentes proteomas, un
extracto o lisado celular, un extracto o lisado tisular, un sobrenadante de cultivo celular, un
sobrenadante de cultivo tisular o un fluido corporal.

20. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 19, en el cual el proteoma esta presente en o se
deriva de una célula Unica o un cultivo celular, una mezcla de células, un tejido, un érgano o un
organismo.

21. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual dicho
compuesto unido al soporte sélido y/o dicho compuesto competidor se selecciona de enzimas,
polipéptidos, péptidos, anticuerpos y fragmentos de los mismos, oligo o polisacaridos, proteoglicanos,
entidades quimicas, moléculas pequefas, farmacos, metabolitos o profarmacos.

22. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual dicho
compuesto inmovilizado esta presente en una concentraciéon definida en el soporte sélido.

23. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual el
soporte soélido se selecciona del grupo que consiste en filtros, portaobjetos de vidrio, superficies de
silicio, perlas y una microserie quimica adaptada.

24. Procedimiento de la reivindicaciéon 23, en el cual dichas perlas son perlas de sefarosa,
opcionalmente epoxi-activadas o NHS-activadas o perlas de agarosa.

25. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual el
compuesto inmovilizado se inmoviliza en el soporte sélido mediante adsorcién, absorciéon, enlace
iénico, enlace covalente, un grupo amino o grupo carboxi o grupo hidroxi, interacciones (strept)avidina-
biotina o tiol-oro.

26. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual dicho
marcador se selecciona del grupo que consiste en radiomarcadores, marcadores de tincion,
marcadores que pueden detectarse con anticuerpos, marcadores enzimaticos, marcadores
fosforescentes, marcadores fluorescentes, marcadores quimioluminiscentes, fosfatasas, avidina,
estreptavidina, biotina, TAP, peroxidasas y marcadores que tienen una masa detectable.

27. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual dicho
contacto se realiza esencialmente en condiciones fisioldgicas.

28. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual dicho
contacto se realiza usando un tampoén adecuado y, opcionalmente, un cofactor tal como NAD+/NADH,
GMPc, NADP+/NADPH, ATP, ADP o AMPc.

29. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10, 11 y 13-28, en el cual la
determinacion de acuerdo con la etapa (d) comprende detectar el marcador mediante un método
seleccionado de métodos de deteccion de radioactividad, métodos de deteccién de fluorescencia,
métodos de deteccién de luminiscencia, métodos de deteccidén por tincién, métodos de deteccién
enzimatica y espectrometria de masas.

30. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, comprendiendo
dicho procedimiento evaluar simultaneamente la unién de una multitud de componentes diana del
analito al compuesto inmovilizado y/o al compuesto competidor.

31. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho
procedimiento se realiza en su totalidad o al menos en parte de una manera de alto rendimiento.
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Figura 2b
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Figura 2d

@ Dianas de afinidad alta (Kd <10 uM)
» Dianas de afinidad moderada (Kd = 10-30 uM)
e Dianas de afinidad baja (Kd >30 uM)

" TKL

AGC

TR

74



ES 2439957 T3

SW/SIN-D71 @p ¢ ensaniy SW/SN-271 9p | eiysaniy

U BN 4 BN

OB B OB ¥ %

085£029S

¥ + + + + + Jopnedwo? A
08GENZES 08GE0Z9S 08SE0Z29S 08S£029S 08SE£029S 08G€029S (zvL91) opueb)| uoa
WrooL WM oL w0 ul W 10 W 0 0JJIA UJ UDIORI0SY
¥ + + + + +
JB|nja7) OpESI Jein|an opes Jejni@0 Opesi|  Jenj@) Opest] Jenja) opesi  Jenj@o opesi
T T 1 1 T 1

= & -

nhr_ 1y By vmh._ I BBy sh1 7 Bay mh-_ Bay ,SK1/Biay sk Bay
0
mww ESETeH  £SETeH m.w .vnm5 H 0 E€SET9H

m @ s0do}0s| U0 091j0gE}aLW

jelauasapp afeasep

e¢ einbi4

75



ES 2439957 T3

00L 1] 0
Zju
§ i }
§ mmv m.mﬁ. G L8Y G'o8y
- T E
9z'66Y 4g'ggy L0TBY | _
8s'.8v
&
b
09
cAdi -
85 98Y
4 00k

26'98%

BAIJE[2J BIOUBPUNGY

(W) ogee0zas

¢
0‘1 10 0  aiqrsopneduon

Z/w
1 1 i
0'szs .u:ﬁm 0'9zs D'sgs  0'vZS
LA 0
65'129 G6'928 4
56'525 ol
29'S2S 2
" g
(ai]
09 m
2AdIA w,
08
19'vZs
gz'ves 004

qg eanki4

76



ES 2439957 T3

e 2 R i 5
B o i TR L g
g . A wp “nl
i - ¥ ek, & b o' T B
Lo e E A S e T L

0L 0V L0 O

(08sg0zgs) 24q17 sopnadwon - .
@ (zv291) opezijinowu) opuebi

08S£0Z9S uod uonadwo)

o¢ eanbiy

77



ES 2439957 T3

Figura 4
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Figura 5a
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Figura 5b
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Figuras 6b-d
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14

K tibre

[uM]
Proteina tirosina quinasa proto-oncogén ABL1 (ABL1) 0.0016
Precursor del receptor 4 de tipo B de efrina (EPHB4) 0.0021
Proteina tirosina quinasa ABL2 (ABL2) 0.0028
Proteina tirosina quinasa Lyn (LYN) 0.0060
Proteina tirosina quinasa FRK (FRK) 0.0064
Proteina tirosina quinasa proto-oncogén Src (SRC) 0.0064
Proteina serina/treonina quinasa 2 que interacciona con receptor (RIPK2) 0.0076
Proteina tirosina quinasa proto-oncogén Yes (YES1) 0.0080
Proteina tirosina quinasa CSK (CSK) 0.0088
Quinasa 1 de CDC42 activada (TNK2) 0.0089
Precursor del receptor del factor de crecimiento de células de mastocito/madre 0.0118
(KIT)
Proteina quinasa quinasa quinasa 4 activada por mitogeno (MAP3K4) 0.0128
Miembro 1 de la familia del receptor dominio discoidina (DDR1) 0.0135
Proteina tirosina quinasa BTK (BTK) 0.0174
Proteina tirosina quinada Tec (TEC) 0.0184
Proteina serina/treonina quinasa QSK (QSK) 0.0225
Quinasa asociada a ciclina G (GAK) 0.0353
Quinasa 2 similar a proteina serina/treonina quinasa SNF1 (SNF1LK2) 0.1008
Proteina quinasa quinasa quinasa quinasa 5 activada por mitdgeno (MAP4K5) 0.1347
Proteina quinasa 14 activada por mitdgeno (MAPK14) 0.1534
Proteina quinasa quinasa quinasa MLT activada por mitégeno (MLTK) 0.1897
Miosina quinasa 3 de cadena ligera putativa (MYLK3) 0.1979
Proteina 1 supresora de Ras (RSU1) 0.2414
Quinasa inhibidora de cdc2 especifica de tirosina y treonina asociada a membrana | 0.2445
(PKMYT1)
Proteina quinasa unida a membrana (ILK) 0.2551
Proteina 1 que contiene un dominio similar a un antigeno celular de senescenciay | 0.2562
LIM (LIMS1)
Proteina PARVB no caracterizada (PARVB) 0.2966
Quinasa 2 con dominio LIM (LIMK2) 0.4186
Proteina adaptadora relacionada con STE20 (STRAD) 0.5029
Diftina sintasa (DPH5) 0.6861
Precursor del receptor de activina tipo | (ACVR1) 1.2020
Proteina no caracterizada NUDT5 (NUDT5) 1.3054
Precursor de la amidofosforibosiliransferasa (PPAT) 1.5677
Adenosina quinasa (ADK) 2.1242
Subunidad de la proteina nuclear de unién al cap (NCBP1) 9.1232

Figura 14: Tabla de proteinas diana del dasatinib determinadas determinada a partir de extractos de células K562 y
sus correspondientes valores de Kd.
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