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DESCRIPCION

Método de examen de una diana bioldgica para determinar interacciones débiles usando cromatografia de afinidad
débil

Antecedentes de lainvencion

Resulta familiar la nocién de que muchas interacciones biol6gicas se basan en la union transitoria (constantes de
disociacién (Kg) en el intervalo de 10 mM a 0,01 mM), aunque sélo se ha sido consciente de sus implicaciones para
las ciencias biologicas recientemente (Gabius, H.-J. & Gabius, S. (eds.) Glycosciences: Status and Perspectives
(Chapman & Hall, Weinheim, 1997)). Un area importante de las ciencias biologicas es el disefio de farmacos en el
gue ha prevalecido la vision tradicional de unién de tipo “cerradura y llave” y habitualmente se seleccionan los
candidatos a farmaco segln sus beneficios como elementos de unién fuerte. Sin embargo, el fundamento de que las
interacciones transitorias son de importancia para el descubrimiento de farmacos estd adquiriendo aceptacion
lentamente. Estas interacciones pueden estar relacionadas no sélo con la interaccion con la diana deseada, sino
también con interacciones no deseadas que crean problemas de toxicidad o con interacciones con transportadores
de farmacos implicados en la absorcion y/o excrecion (Steffansen, B. et al. Intestinal Solute Carriers: An Overview of
Trends and Strategies for Improving Oral Drug Absorption. Eur. J. Pharm. Sciences 21, 3-16 (2004)). En el presente
documento, se demuestra en un formato de examen de alto rendimiento, la seleccion por afinidad de elementos de
union débil a una diana modelo de albumina mediante cromatografia de retardo zonal (Steffansen, B. et al. Intestinal
Solute Carriers: An Overview of Trends and Strategies for Improving Oral Drug Absorption. Eur. J. Pharm. Sciences
21, 3-16 (2004)). Se percibe que este enfoque puede definir el “farmaco transitorio” como complemento a los
procedimiento de descubrimiento de fadrmacos actuales.

Las interacciones bioldgicas transitorias forman la esencia del interactoma y se producen constantemente en el
interior de las células, en las superficies celulares o en la matriz extracelular. Son “dinamicas” con constantes de
velocidad de disociacion (kg) > 0,1 s y estan gobernadas por las concentraciones locales del par bioldgico de
interaccion. Pueden actuar en paralelo, tal como las interacciones de las bases apiladas de ADN, o en un modo en
serie tal como la accién de sustratos de molécula pequefia o inhibidores sobre una enzima. Las macromoléculas
bioldgicas experimentan varias interacciones transitorias a través de sus aminoacidos, hidratos de carbono, lipidos o
nucleétidos componentes. Estas macromoléculas forman conjuntos expresados como organulos celulares que estan
implicados en un complejo balance de interacciones débiles que forman la red de la entidad biologica.

A medida que evolucionan las tecnologias para estudiar y caracteriza interacciones transitorias basandose en
cromatografia (Strandh, M., Andersson, H. & Ohlson, S. en Methods in Molecular Biology (eds. Bailon, P., Ehrlich, G.
K., Fung, W. J. & Berthold, W.) 7-24 (Humana Press, Inc, Totowa, NJ, 2000)), electroforesis (Nilsson, M. et al.
Determination of Protein-Ligand Affinity Constants from Direct Migration Time in Capillary Electrophoresis.
Electrophoresis 25, 1829-1836 (2004)), biosensor de resonancia de plasmon superficial (SPR) (MacKenzie, C. R. et
al. Analysis by Surface Plasmon Resonance of the Influence of Valence on the Ligand Binding Affinity and Kinetics of
an Anti-Carbohydrate Antibody. The Journal of Biological Chemistry 271, 1527-1533 (1996)), espectroscopia de
fluorescencia (Engstrom, H. A., Andersson, P. O. & Ohlson, S. Analysis of the Specificity and Thermodynamics of the
Interaction between Low Affinity Antibodies and Carbohydrate Antigens using Fluorescence Spectroscopy. J
Immunol Methods 297, 203-211 (2005)), resonancia magnética nuclear (RMN) (Pellechia, M., Sem, D. S.& Wuthrich,
K. NMR in Drug Discovery. Nature Reviews in Drug Discovery 1, 211-219 (2002)), calorimetria (Plotnikov, V. et al. An
Autosampling Differential Scanning Calorimeter Instrument for Studying Molecular Interactions. Assay Drug Dev.
Technol. 1, 83-90 (2002)) y quimioluminiscencia (Causey, L. D. & Dwyer, D. S. Detection of Low Affinity Interactions
Between Peptides and Heat Shock Proteins by Chemiluminescence of Enhanced Avidity Reactions (CLEAR). Nature
Biotechnology 14, 348-351 (1996)), se estan esclareciendo ahora gradualmente la naturaleza de la unién transitoria
en diversas areas tales como interacciones bacterianas y virales (Mammen, M., Choi, S.-K. & Whitesides, G. M.
Polivalent interactions in biological systems: Implications for design and use of multivalent ligands and inhibitors.
Angew. Chem. Int. Ed. 37, 2754-2794 (1998)), interacciones celulares (Dustin, M. L. et al. Low Affinity Interaction of
Human or Rat T Cell Adhesion Molecule CD2 with Its Ligand Aligns Adhering Membranes to Achieve High
Physiological Affinity. The Journal of Biological Chemistry 272, 30889-30898 (1997)), interacciones proteina-proteina
(péptido) (Karjalainen, K. High-Sensitivity, Low Affinity-Paradox of T-Cell Receptor Recognition. Current Opinion in
Immunology 6, 9-12 (1994); Beeson, C. et al. Early Biochemical Signals Arise from Low Affinity TCR-Ligand
Reactions as the Cell-Cell Interface. J. Exp. Med 184, 777-782 (1996); y Garcia, C. D., DeGail, J. H., Wilson, W. W. &
Henry, C. S. Measuring Protein Interactions by Microchip Self-Interaction Chromatography. Biotechnol. Prog. 19,
1006-1010 (2003)), interacciones proteina-hidrato de carbono (Zopf, D. & Roth, S. Oligosaccharide Anti-infective
Agents. Lancet 347, 1017-1021 (1996); y Elgavish, S. & Shaanan, B. Lectin-Carbohydrate interactions: Different
Folds, Common Recognition Principles. TIBS 22, 462-467 (1997)) e interacciones hidrato de carbono-hidrato de
carbono (Fuente, J. M. d. 1. & Penadés, S. Understanding Carbohydrate-Carbohydrate Interactions by means of
Glyconanotechnology. Glycoconjugate Journal 21, 149-163 (2004)).

La misma naturaleza de las interacciones bhiolégicas transitorias hace que sean atractivas en el laboratorio para al

menos dos lineas de investigacién principales. En primer lugar, tal como se demostré en los Ultimos afos, pueden
usarse en aplicaciones de diagndstico para monitorizar de manera continua cantidades fluctuantes de biomoléculas
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en tiempo real (Ohlson, S., Jungar, C., Strandh, M. & Mandenius, C.-F. Continuous Weak-affinity Immunosensing.
Trends in Biotechnology 18, 49-52 (2000)) o para desarrollar moléculas de reconocimiento mas especificas frente a
dianas en las que los enfoques tradicionales de ligandos de alta afinidad pueden no ofrecer una solucién viable
(Regenmortel, M. H. V. V. From absolute to exquisite specificity. Reflections on the fuzzy nature of species,
specificity and antigenic sites. J. Immunol. Methods 216, 37-48 (1998); y Leickt, L., Grubb, A. & Ohlson, S.
Development of Monoclonal Antibodies against creatine kinase CKMB2. Scand J Clin Lab Invest 62, 423-430
(2002)). En segundo lugar, debido a la naturaleza transitoria de muchas interacciones en una entidad biol6gica,
puede preverse que los farmacos sintéticos pueden ser similares en cuanto al comportamiento de unién a sus
homélogos naturales. Tales farmacos “transitorios” pueden ser atractivos por varios motivos. Por ejemplo, pueden
disefiarse, en un formato o bien monovalente o bien polivalente, con una especificidad superior a la del farmaco de
alta afinidad tradicional. Pueden minimizarse la tolerancia o efectos secundarios graves de la accion farmacolégica
con un farmaco de unién débil, por ejemplo, en su unién a proteinas de citocromo p450. Puede aumentarse la
absorcion de farmacos a través de interacciones débiles con mecanismos de captacion especificos. Ademas, la
concentracién activa también puede ser una herramienta eficaz para gobernar el efecto biolégico del farmaco.

Ademas, en la carrera para descubrir nuevas moléculas farmacoldgicas, existe un interés aumentado por buscar
bibliotecas de compuestos con moléculas pequefas que puedan optimizarse posteriormente aumentando el tamafio
e introduciendo funcionalidades adicionales. Tales enfoques basados en fragmentos (Erlanson, D. A., McDowell, R.
S. & O’Brien, T. Fragment-Based Drug Discovery. Journal of Medicinal Chemistry 47, 3463-3482 (2004)), que
identifican moléculas pequefias que se unen con baja afinidad, estan usandose cada vez méas en el descubrimiento
de farmacos. Las moléculas candidatas a farmaco de union débil en la practica a menudo son dificiles de examinar.
Existen métodos disponibles basados en RMN, espectrometria de masas y cristalografia de rayos X pero estos no
estan diseflados para detectar elementos de union débiles en una base de alto rendimiento, en la que pueden
examinarse miles de muestras al dia. Ademas, también se han aplicado métodos de “examen virtual” con éxito
limitado, principalmente con fragmentos rigidos inflexibles (Erickson, J. A., Jalaie, M., Robertson, D. H., Lewis, R. A.
& Viet, M. Lessons in Molecular Recognition: The Effects of Ligand and Protein Flexibility on Docking Accuracy.
Journal of Medicinal Chemistry 47, 45-55 (2004)).

En los Ultimos afios, el examen de alto rendimiento (HTS, high throughput screening) de bibliotecas de compuestos
se ha convertido en una importante herramienta para la identificacién de posibles candidatos a farmaco (Sundberg,
S. A. High-Throughput and Ultra-High-Throughput Screening: Solution- and Cell-Based Approaches. Current Opinion
in Biotechnology 11, 47-53 (2000); y Williams, G. P. Advances in High Throughput Screening. Drug Discovery Today
9, 515-516 (2004)). La tecnologia de HTS ha evolucionado rapidamente con el desarrollo de equipos automatizados
y miniaturizados que ahora pueden manipular varios cientos de miles de muestras. Se usan normalmente técnicas
de ensayo de unién en placa convencionales con fluorescencia, radiactividad o absorbancia 6ptica como plataforma
de deteccion. Una importante restriccion de estas técnicas es que sdlo pueden medir interacciones fuertes (una
concentracion de ensayo tipica es de 10 uM) porque los elementos de union de farmaco transitorio se eliminan por
lavado en el procedimiento de ensayo. Otra limitacién es que sdélo ofrecen evidencias de unién cuando ha de
implementarse la identificacion de la pareja de union.

Se ha desarrollado la cromatografia de afinidad como una potente herramienta principalmente para la purificacion de
proteinas. Ademas, la cromatografia de afinidad frontal en combinacion con la espectrometria de masas se ha usado
para aplicaciones de descubrimiento de farmacos (Chan, N. W. C., Lewis, D. F., Rosner, P. J., Kelly, M. A. &
Schriemer, D. C. Frontal Affinity Chromatography-Mass Spectrometry Assay Technology for Multiple Stages of Drug
Discovery: Applications of a Chromatographic Biosensor. Anal Chem 319, 1-12 (2003)) para detectar elementos de
unién de alta afinidad. Ahora, con la introduccion de la cromatografia de afinidad débil (WAC, weak affinity
chromatography) (Ohlson, S., Lundblad, A. & Zopf, D. Novel Approach to Affinity Chromatography Using “Weak”
Monoclonal Antibodies. Analytical Biochemistry 169, 204-208 (1988)) para retardo zonal, estan surgiendo métodos
de alto rendimiento que proporcionan informacion sobre la afinidad y cinética de interacciones débiles con
biomoléculas, en los que habitualmente se lleva a cabo separacién cromatografica en condiciones isocraticas
suaves, lo que podria ser fisiolégicamente relevante. Con el fin de identificar eficazmente candidatos que presentan
afinidad débil, existe la necesidad de una metodologia que soporte un rapido examen y seleccién de posibles
moléculas farmacoldgicas. La presente invencion tiene como objetivo proporcionar un método de este tipo.

Descripcion de lainvencion

La presente invencion se refiere a un método de identificacion de moléculas farmacoldgicas candidatas que
presentan afinidad débil mediante examen de una diana biologica para determinar interacciones débiles transitorias
entre la diana y una biblioteca de ligandos. El método de la invencion comprende las etapas de proporcionar una
composicion de una diana biolégica; proporcionar una pluralidad de fases estacionarias a partir de dicha
composicion; transportar una pluralidad de composiciones de ligando hasta dichas fases estacionarias,
estableciendo de ese modo contactos entre dichos ligandos y dichas dianas bioldgicas; recoger, aguas abajo de
dichas fases estacionarias, informacion de retardo zonal para cada ligando; y finalmente seleccionar ligandos que
presentan afinidad débil por dicha diana, en el que dichos ligandos tienen constantes de disociacion (Kq) en el
intervalo de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 mM. Los ligados seleccionando que tienen uniones
transitorias a la diana biolégica pueden someterse a estudios adicionales referentes a su comportamiento de unién,
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por ejemplo con analisis mediante RMN, con el fin de la identificacion de uno o varios compuesto(s) lider. El método
implica normalmente una etapa de deteccidn, en la que llegan ligandos de dichas fases estacionarias durante un
periodo de tiempo suficiente para discriminar entre diferentes afinidades de ligando y recogiendo para este fin
informacién de retardo zonal, de la manera mas importante el tiempo de retencién y el ancho de banda para estimar
la afinidad y la dindmica de cada interaccion ligando/diana. La naturaleza del procedimiento de deteccion no es
critica para la invencion y se determina mas bien con respecto a la quimica de la biblioteca de ligandos.

Segun un aspecto, la diana biolégica se proporciona en una composicién inmovilizada, por ejemplo la diana se
inmoviliza en un soporte sélido. El experto en esta tecnologia conoce varios materiales de soporte adecuados y
medios para absorber o unir quimicamente moléculas biolégicas a los mismos. En un ejemplo, la composicién
inmovilizada puede usarse con columnas de cromatografia o sistemas de mudltiples pocillos y medios para la elucién
con una fase movil. En un ejemplo especifico, puede inmovilizarse una diana proteica en particulas de silice
funcionalizada con métodos convencionales y empaquetadas en una pluralidad de pocillos de cromatografia, tras lo
cual se inyectan composiciones de ligando en cada pocillo antes de la elucién con fase movil y la recogida de
fracciones para la deteccion.

Segun otro aspecto, pueden formarse fases estacionarias que incluyen una diana biolégica en una pluralidad de
canales miniaturizados en un soporte solido, tal como una placa delgada, un chip o un disco. El soporte solido puede
tener una primera zona para recibir una pluralidad de composiciones de ligando para el transporte hasta dicha diana
bioldgica y una zona de deteccién aguas abajo de dicha primera zona. De manera adecuada, el transporte en el
soporte sélido tiene lugar mediante fuerzas capilares y/o fuerzas centrifugas cuando los ligandos se desplazan
desde la primera zona hasta la zona de deteccion.

En un ejemplo sobre como puede realizarse en la practica el método de la invencion, se forma un sistema que
incluye una placa de mudltiples pocillos con diana bioldgica inmovilizada en cada uno de los pocillos. El sistema
comprende ademas medios para suministrar composiciones de los ligandos a cada pocillo y una serie de placas
colectoras coincidentes para recoger fracciones de fase movil eluida y la posterior deteccién. El sistema puede
comprender ademas medios para asistir en la suplementacion, el transporte y la elucién de la fase mévil. La parte
siguiente de la memoria descriptiva proporciona ejemplos mas detallados e ilustrativos sobre cémo llevar a cabo la
invencion y el experto puede deducir varias alternativas que se encontrardn todavia bajo las reivindicaciones
adjuntas.

Descripcion detallada y de ejemplificacion de lainvencién
Figura 1: Configuracion esquematica de examen de separacion por afinidad zonal en un formato de 96 pocillos.

Figura 2: Cromatografia de afinidad débil zonal en un pocillo. Bupivacaina (1 mM) y propranolol (0,25 mM)
experimentaron retardo tal como se indica por su vértice de pico. La azida de sodio (0,5 mM) era un marcador de
volumen vacio (sustancia no retardada).

Figura 3: Reproducibilidad de pocillo a pocillo de la cromatografia de afinidad débil zonal de bupivacaina (1 mM).
Bupivacaina experimentd retardo en tres pocillos diferentes y se repitié la cromatografia en cada pocillo.

En este estudio modelo se han observado las interacciones débiles entre algunos farmacos conocidos y albimina
sérica bovina (BSA). Se han utilizado satisfactoriamente proteinas como orosomucoide, albimina bovina y albumina
humana como selectores para determinar la composicién enantiomérica de un gran niumero de farmacos. En este
caso, la afinidad entre farmaco y proteina se encuentra normalmente en el intervalo de una interaccion transitoria, es
decir valores de Kg de 10™ - 10° M. Se sabe bien a partir de estudios anteriores que BSA es una proteina modelo
excelente y muestra afinidad de unién variable asi como (enantio)selectividad con un gran ndmero de farmacos
(Haginaka, J. Protein-based Chiral Stationary Phases for High-performance Liquid Chromatography
Enantioseparations. J of Chromatography A 906, 253-273 (2001)). Incluso con la configuracion experimental algo
basica en un formato de 96 pocillos (figura 1), estos resultados demuestran (figura 2) que pueden detectarse
pequefias diferencias de selectividad a pesar de los cortos tiempos de retencion, lo que indica su posible uso para
aplicaciones de HTS. Las sustancias se retardan ligeramente por unién transitoria, probablemente con afinidades de
0,1-1 mM, como consecuencia de una alta concentracion activa de sitios de unién a albumina (aproximadamente
1 mM). Ademas las separaciones muestran una excelente reproducibilidad tal como puede observarse en la figura 3.
Los experimentos también demuestran la posibilidad de realizar separaciones por afinidad débil de un modo paralelo
y en un formato de placa de multiples pocillos. Con la optimizacién de las técnicas de empaquetamiento de
columnas y métodos de manipulacion de liquidos, probablemente se reduciran los volimenes relativamente grandes
de las zonas eluidas (bandas). Las diferencias de retencién entre propranolol, bupivacaina y azida de sodio (que
proporcionan el volumen de elucion no retenido) son bastante significativas y concuerdan con los métodos de
cromatografia de liquidos de alta resolucién usando columnas analiticas comerciales correspondientes.

Los resultados presentados en este caso indican la posibilidad de usar cromatografia para el examen de fenomenos

de union transitoria. Mediante la robotizacion y miniaturizacion de esta plataforma analitica, se anticipa que pueden
realizarse miles de separaciones en cuestion de minutos. Los resultados proporcionan informacién instantanea
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sobre la afinidad y cinética de elementos de union transitorios relevantes en cuanto a su tiempo de retencién y
extensién de banda. Con los resultados anteriores, los inventores estan convencidos de que el enfoque presentado
en este documento puede ofrecer una herramienta complementaria que puede abrir areas alternativas de
investigacion de farmacos, buscando “farmacos transitorios” que se unen de manera dinamica a sus dianas.
Implementando una plataforma de HTS basada en cromatografia de afinidad débil, podra explorarse esta hipotesis
en mayor detalle y determinar cémo puede aprovecharse este concepto para el descubrimiento de farmacos.

Métodos
Preparacion de material de BSA-silice:

Se prepararon microparticulas de diol-silice (particulas de 10 m, tamafio de poro de 300 A) segin métodos
convencionales (Ohlson, S., Lundblad, A. & Zopf, D. Novel Approach to Affinity Chromatography Using “Weak”
Monoclonal Antibodies. Analytical Biochemistry 169, 204-208 (1988)) usando y-glicidoxipropiltrimetoxisilano como
reactivo de silanizacién. En una etapa posterior, se oxidd el diol usando &cido peryodico (HslOs) para producir
aldehido-silice. En este material de soporte, se inmovilizéd albumina sérica bovina (BSA) mediante aminacion
reductora usando cianoborohidruro de sodio para reducir el producto intermedio de base de Schiff (BSA-diol-silice)
(Ohlson, S., Lundblad, A. & Zopf, D. Novel Approach to Affinity Chromatography Using “Weak” Monoclonal
Antibodies. Analytical Biochemistry 169, 204-208 (1988)). Segun el andlisis de UV (280 nm) directamente sobre gel,
se inmovilizaron 130 mg de BSA por g silice correspondiente a un rendimiento del 80%.

Preparacion y empaguetamiento de pocillos de cromatografia:

Se suspendieron 200 mg de gel de referencia (diol-silice) y gel de ensayo (BSA-diol-silice) en 1 ml de metanol y se
empaqueto en cada pocillo de un sistema de filtracion de 96 pocillos (placa de fibra de vidrio de 10 u de 96 pocillos
Captiva® de Ansys Technologies (empresa), véase la figura 1) usando vacio aplicado a los pocillos. En primer lugar
se lavo el gel en los pocillos con 5 ml de MeOH vy luego con 5 ml de tamp6n fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0. Se
colocaron discos de filtro encima del material de gel en cada pocillo.

Cromatografia de afinidad débil zonal en un formato de placa de 96 pocillos: (véase la figura 1)

Se lavaron cuidadosamente los pocillos que contenian materiales de gel con tampdn fosfato de sodio 0,05 M pH 7,0
usando un collarin de vacio para eliminar BSA no unida, contaminantes y aire atrapado. Se retir6 suavemente el
exceso de tampoén de la superficie de los pocillos usando una pipeta y se inyectaron 10 pl de sustancias de prueba
de manera central en cada pocillo que entonces se lavaron con fase mévil (tampon fosfato de sodio 0,05 M pH 7,0).
Se aplicé vacio al collarin y se hizo fluir la fase moévil hacia la placa de recogida de 96 pocillos (Nunclon, Nalgene-
Nunc) en un plazo de 8-10 segundos. Entonces se redujo el vacio y se reemplaz6 la placa de recogida
(aproximadamente 0,2 ml en cada pocillo) por una nueva. Se repitié este proceso de recogida de fracciones con 20-
75 placas. Durante este procedimiento, se eluyeron los pocillos con fase mévil de manera continua. Se tuvo cuidado
para garantizar que el nivel de tampon en cada pocillo no disminuyera por debajo del nivel de superficie del gel. Se
transfirieron cuidadosamente los eluatos mediante pipetas automaticas y se pesaron para estimar el volumen de
retencién. Se realizaron todos los procedimientos a temperatura ambiente (20°C). Se detectaron las sustancias
eluidas mediante barridos de UV a 230 nm. Se obtuvieron los cromatogramas representando graficamente la
absorbancia UV frente al volumen de fraccion.
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REIVINDICACIONES

Método de identificacion de moléculas farmacoldgicas candidatas que presentan afinidad débil mediante el
examen de una diana biolégica para determinar interacciones débiles transitorias entre la diana y una
biblioteca de ligandos, que comprende las etapas de:

(i) proporcionar una composicion de una diana bioldgica;

(ii) proporcionar una pluralidad de fases estacionarias a partir de dicha composicién inmovilizando una
diana proteica en un soporte sélido en forma de particulas de silice funcionalizada empaquetadas en
pocillos de cromatografia;

(iii) transportar una pluralidad de composiciones de ligando hasta dichas fases estacionarias, estableciendo
de ese modo contactos entre dichos ligandos y dichas dianas;

(iv) recoger, aguas abajo de dichas fases estacionarias, informacion de retardo zonal para cada ligando y
detectar cuantitativamente dichos ligandos en composiciones que llegan de dichas fases estacionarias para
discriminar entre diferentes afinidades de ligando para estimar la afinidad y la dindmica de cada interaccion
ligando/diana; y

(v) seleccionar ligandos que presentan afinidad débil por dicha diana, en el que dichos ligandos tienen
constantes de disociacion (Kq) en el intervalo de 0,01 a 10 mM.

Método segun la reivindicacion 1, en el que informaciéon de retardo zonal se selecciona del tiempo de
retencion y el ancho de banda.

Método segun la reivindicaciéon 1, que comprende eluir de manera continua dicha fase estacionaria con una
fase movil.
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