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DESCRIPCION
Método para el analisis de la unién de farmacos en una muestra de tejido
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere en general al campo de la obtencion de imagenes por espectrometria de masas. Mas
particularmente el método se refiere a la capacidad para analizar la especificidad de farmacos y selectividad de
farmacos, en particular, la invencion describe un método multimodal capaz de determinar la presencia y
localizacién de un farmaco y metabolito(s) en muestras de pacientes mediante obtencion de imagenes por
espectrometria de masas.

Antecedentes de la invencion

Se sabe que las demandas cada vez mayores en el cuidado de la salud en la actualidad presentan grandes
perspectivas y exigencias para que la comunidad investigadora establezca y proponga nuevas soluciones que
puedan mejorar los desenlaces clinicos con una eficiencia de costes mejorada.

En respuesta a estos desafios, la atencion médica moderna esta buscando formas de tratar a los pacientes que
sean mas eficientes y beneficiosas para el paciente, asi como un mayor ahorro de costes. La introduccién de
directivas regulatorias es fundamental para la comunidad investigadora con el fin de lograr satisfacer las
demandas de, por ejemplo, pacientes con cancer que esperan farmacos que sean mas seguros, con menor
mortalidad y con un rapido inicio de eficacia.

Por tanto, existe la necesidad de nuevos métodos de diagnéstico, que permitan a un médico tanto diagnosticar la
enfermedad como manifestar la respuesta del paciente a la terapia.

Junto con el Instituto nacional del cancer (National Cancer Institute), los NIH y los médicos y cientificos locales,
se han realizado grandes progresos para resolver y proporcionar una estrategia de validacion y descubrimiento
de biomarcadores proteicos. Estas directrices regulatorias proporcionan proteinas, péptidos u otros
biomarcadores estandarizados, sensibles, especificos, cuantitativos y facilmente accesibles de alta calidad de
salud, enfermedad y respuesta a la terapia en los procesos de aprobacién de las agencias reguladoras (por
ejemplo, la Food and Drug Administration de los Estados Unidos; FDA). Estos desarrollos son vitales para que
los profesionales sanitarios mejoren el diagnéstico al comprender los mecanismos del modo de accién de
farmacos, detecten canceres en una etapa temprana, identifiquen la probabilidad de recaida del cancer y
estratifiquen estadios con supervivencias diferenciales.

El cancer también se conoce como neoplasia maligna o desarrollo tumoral maligno patolégico. Los mecanismos
de la enfermedad cancerigena implican un crecimiento celular anémalo que dara como resultado la invasion y la
mayor diseminaciéon posible de estas células cancerosas a otras partes de los érganos y regiones dentro del
cuerpo. Los signos y sintomas mas comunes incluyen generalmente sangrado andémalo y/o tos prolongada,
pérdida de peso inexplicable y una alteracién en los movimientos intestinales, aunque estos sintomas pueden
indicar cancer, también pueden producirse debido a otros problemas y puede haber cientos de diferentes
canceres conocidos que afectan a los seres humanos.

Es un hecho bien conocido que la causa de aproximadamente el 22% de las muertes por cancer se debe al
tabaquismo. Otro 10% se debe al sobrepeso y la obesidad, una dieta pobre y, a menudo, una falta de ejercicio
fisico y el consumo excesivo de alcohol. Otros factores incluyen ciertas infecciones y/o exposicion a infecciones y
contaminantes ambientales. En el mundo en desarrollo, cerca del 20% de los canceres se deben a infecciones
tales como hepatitis B, hepatitis C y virus del papiloma humano. Estos factores actuan, al menos en parte,
cambiando los genes y las proteinas de una célula. Normalmente, se requieren muchos de tales cambios
genéticos antes de que se desarrolle un cancer. Estadisticamente, aproximadamente el 5-10% de los canceres
se deben a defectos genéticos heredados de los progenitores de una persona.

La propagacion del cancer y las fases de inicio de la enfermedad pueden detectarse mediante ciertos signos y
sintomas o pruebas de diagnéstico. Luego, se investiga normalmente ademas mediante diversos tipos de
plataformas de obtencion de imagenes médicas, tales como rayos X, CT, PET, MRI u obtencién de imagenes por
espectrometria de masas y se confirma mediante el diagnéstico patoldgico de una biopsia. Los beneficios del
cribado en el cancer de mama son valiosos tanto para el paciente como para la sociedad, tal como se demuestra
mediante el tratamiento de una mujer y el cancer de mama, asi como para hombres con cancer de prostata,
donde en ambas enfermedades el desarrollo del diagnéstico ha disminuido significativamente las tasas de
mortalidad a lo largo de la ultima década.

El cancer a menudo se trata con alguna combinacién de radioterapia, cirugia y/o quimioterapia. Ultimamente, la
terapia dirigida ha demostrado ser muy eficiente. La posibilidad de supervivencia depende del tipo de cancery la
extensién de la enfermedad al comienzo de cualquier tipo de tratamiento terapéutico. Las estadisticas globales
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sobre el cancer son un desafio para el sector sanitario en cualquier pais. Se ha descubierto que en 2012 se
produjeron aproximadamente 14 millones de nuevos casos de cancer en todo el mundo, y estos datos no
incluyen a los pacientes con cancer de piel y otros tipos de melanoma maligno. Provocd aproximadamente 8,2
millones de muertes o el 14,6% de la tasa de mortalidad total en todo el mundo.

Los tipos de cancer mas comunes en hombres son cancer de pulmoén, cancer de prdstata, cancer colorrectal y
cancer de estdbmago. Los eventos mas frecuentes en la mujer son cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de
pulmén y cancer de cuello uterino. Sin embargo, si se incluyera la piel y todos los tipos de melanoma maligno,
esto representaria aproximadamente el 40% de los casos. Con respecto a los nifios, los tipos de cancer varian y
los mas comunes son la leucemia linfoblastica aguda y tumores cerebrales. Sin embargo, en Africa, la
enfermedad cancerigena mas comun es linfoma no Hodgkin. Los costes financieros del cancer se han estimado
en 1,16 billones de ddlares estadounidenses al afio desde 2010.

La medicina personalizada es un modelo de tratamiento médico, adaptado al paciente individual. Dentro de la
medicina personalizada, a menudo se emplean terapias 6ptimas para seleccionar tratamientos apropiados
basandose en el contexto del contenido genético de un paciente u otro analisis molecular o celular.

El uso de informacion genética, farmacogendmica, ha desempefiado un papel importante en ciertos aspectos de
la medicina personalizada, y el término se acufié por primera vez en el contexto de la genética, aunque desde
entonces se ha ampliado para abarcar todo tipo de pruebas de diagndstico de lectura personal dirigidas.

Algunos de los avances modernos en medicina personalizada se basan en tecnologias “OMICAS” (campo de
investigacion en biologia que termina en 6mica, tal como gendmica, protedmica o metabolémica) que confirman
la biologia fundamental de un paciente, mediante el mapeo de ADN/ARN y/o proteinas que inicialmente conduce
a la confirmacién de la enfermedad. El concepto de medicina 4P utiliza estas plataformas OMICAS, y
actualmente desempefia un papel obligatorio en la atencion médica moderna, donde el sistema de atencién
médica de Obama esta invirtiendo recursos significativos para su desarrollo.

Mediante un analisis biomolecular de apoyo, con el fin de confirmar una mutaciéon dada de la enfermedad vy si
puede vincularse a una determinada enfermedad, los investigadores a menudo realizan un estudio denominado
GWAS, un analisis de genoma completo. Un estudio de GWAS analizara una enfermedad y luego secuenciara el
genoma de muchos pacientes con esa enfermedad en particular para buscar mutaciones compartidas en el
genoma.

Las mutaciones somaticas o puntuales especificas que se determina que estan relacionadas con una
enfermedad mediante el analisis GWAS pueden usarse entonces para diagnosticar genotipos de enfermedad
especificos y posiblemente fenotipos, observando su secuencia genémica para encontrar esa misma mutacion.

Multiples genes influyen colectivamente en la probabilidad de desarrollar muchas enfermedades comunes y
complejas. En consecuencia, los avances en la medicina personalizada crearan una diversificacion significativa
de los enfoques de tratamiento que se ha demostrado que son especificos para el individuo y sus firmas
gendmicas. La medicina personalizada mejorara la eficacia, al proporcionar mejores desarrollos de diagndstico,
dando como resultado una intervencion mas temprana y un desarrollo y terapias farmacoldgicas mas eficaces.

Ser capaz de investigar a todos y cada uno de los pacientes de forma individual permitira un diagndstico mas
preciso y un plan de tratamiento personalizado. El genotipado moderno proporciona una descripcion detallada de
la secuencia de ADN de un individuo; su genoma puede compararse entonces con un genoma de referencia, con
el fin de evaluar las variaciones genéticas existentes que pueden explicar el estado patolégico concebible.

Ademas del tratamiento preciso, la medicina personalizada puede ayudar enormemente en los avances de la
atencion preventiva. Esto se ha demostrado a lo largo de los afios, donde las mujeres estan genotipandose para
ciertas mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, respectivamente, investigando la predisposicion debido a
antecedentes familiares de cancer de mama u ovario.

Por la identidad de una multitud de fuentes de presentacion de la enfermedad, que se mapean segun las
mutaciones que existen dentro de un genoma, indican que cuanto mas facil puedan identificarse en un individuo,
mejor oportunidad de tratamientos exitosos.

Disponer del contenido genético de un individuo, en ultima instancia, permitira decisiones mejor guiadas para
determinar la fuente de la enfermedad y por tanto tratarla o prevenir su progresion.

El diagndstico complementario es la definicion que esta usandose para someter a prueba la eficacia y la
seguridad de un farmaco especifico para un grupo o subgrupo de pacientes objetivo. En muchos casos, el
ensayo de diagndstico complementario es Util para mejorar la eficacia del tratamiento terapéutico.

Hoy en dia, en la atencion médica moderna, es comun que los médicos usen a menudo una estrategia de
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ensayo y error hasta que encuentren la terapia de tratamiento mas eficaz para su paciente.

Con la medicina personalizada, estos tratamientos pueden adaptarse mas especificamente a un individuo y dar
una idea de como su cuerpo respondera al farmaco y si ese farmaco funcionara basandose en su genoma, y la
transcripcion posterior con una proteina expresada final.

Ultimamente, el campo del cancer ha descubierto mucho sobre la variedad genética de tipos de cancer que se
presenta dentro de la patologia tradicional de la enfermedad. La definicion de la heterogeneidad tumoral entre
pacientes con cancer es una diversidad genética dentro de un solo tumor. Entre otras perspectivas, estos
descubrimientos plantean la posibilidad de identificar que farmacos con malos desenlaces aplicados a una
poblacion general aun pueden tener éxito en una proporcion de casos con un perfil genético particular.

En Ho Jeong Kwon et al. (Arch. Pharm. Res. (2015) 38: 1718-1727), se demostr6 que la obtencién de imagenes
por espectrometria de masas MALDI (MSI) proporciona una plataforma tecnolégica que permite la visualizacion
precisa de pequefias moléculas no marcadas dentro de los espacios bidimensionales de las muestras de tejido.
También se proporcionan datos de obtencién de imagenes por espectrometria de masas dentro de diversos tipos
de cancer, tales como melanoma maligno, en pacientes a los que se les administra vemurafenib, un inhibidor de
la proteina cinasa que selecciona como diana proteinas mutadas BRAF.

El documento US 2012/157328 da a conocer la caracterizacion de inhibidores de cinasas por inhibicion
competitiva por desplazamiento.

Por tanto, serian ventajosos métodos de tratamiento mejorados que tengan en cuenta al individuo, con métodos
novedosos que podrian ayudar en la orientacion del tratamiento en la biologia de la enfermedad altamente
compleja.

Sumario de la invencion

Por consiguiente, la presente invencion busca preferiblemente mitigar, aliviar o eliminar una o mas de las
deficiencias identificadas anteriormente en la técnica proporcionando un método de determinacion de la union
especifica de un ligando que se une reversiblemente a un sitio de unién en una muestra de tejido usando
inhibicion competitiva por desplazamiento. El método comprende incubar el ligando en ausencia de un ligando
marcado sobre una primera muestra de tejido, incubar el ligando en presencia de un ligando marcado sobre una
segunda muestra de tejido, siendo las muestras de tejido primera y segunda secciones adyacentes de la
muestra. Se usa espectrometria de masas de obtencion de imagenes por MALDI para visualizar posteriormente
la localizacion del ligando unido, usando en la muestra de tejido primera y segunda, respectivamente.

Breve descripcion de los dibujos

Estos y otros aspectos, caracteristicas y ventajas de los cuales es capaz la invencién resultaran evidentes y se
dilucidaran a partir de la siguiente descripcion de realizaciones de la presente invencién, haciéndose referencia a
los dibujos adjuntos, en los que

la figura 1 es una ilustracion de un procedimiento experimental de MSI que muestra (A) una seccion de tejido
tefiida histolégicamente (H&E), (B) una seccion de tejido impregnada con matriz (matriz de EM), (C) una sefial
idnica de un farmaco de un experimento de EM y (D) una superposicion de la seccion histologica y las sefiales
idnicas;

la figura 2 es una ilustracién del principio de cuantificacion del farmaco del método y la (A) relacion lineal entre (B
y C) la concentracion de farmaco y la respuesta de sefial mediante obtencion de imagenes por espectrometria de
masas;

la figura 3 muestra (A) imagenes de secciones histolégicas con una separacion de 10 micrometros entre la
seccion de tejido respectiva en todo el tejido tumoral, y (B) obtencidén de imagenes de tejidos por espectrometria
de masas del compuesto farmacoldgico y su localizacion especifica;

la figura 4 ilustra (A) la estructura molecular del farmaco vemurafenib y (B) la estructura molecular del '3C-
vemurafenib marcado con isétopos, en la que el asterisco marca los is6topos de carbono-13;

la figura 5 muestra imagenes de MSI generadas a partir de un tumor de cancer de melanoma, donde (A) la
respuesta de sefial de vemurafenib se muestra en modo de EM (m/z 490,078), (B) muestra el ion de fragmento
generado a partir el ion original (EM/EM, (m/z 383,1)), (C) muestra el segundo ion de fragmento a partir de la
sefial de compuesto de vemurafenib (EM/EM, (m/z 262,1)) y (D) muestra la superposicion de las tres senales;

la figura 6 muestra una captura de imagen de una seccién de tejido de un paciente con cancer donde se muestra
la morfologia de disposicion de una sola célula;
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la figura 7 muestra (B) una captura de imagen de una seccion de tejido de un paciente con cancer donde se
administré vemurafenib 100 nM dentro del tejido con la imagen de histologia correspondiente (A), y luego
seguido por (C) experimentos donde se administraron '3C-vemurafenib 100 mM (m/z 389,1) y vemurafenib 100
nM (m/z 383,1) dentro del tejido, observando los restos de vemurafenib (m/z 383,1) después de la union
competitiva de '3C-vemurafenib 100 mM, y con la imagen de histologia correspondiente (D);

la figura 8 (A) muestra una captura de imagen con la respuesta de sefial de vemurafenib (EM/EM) (m/z 383,1) de
una seccion de tejido de un paciente que carece de la mutacion V60OE en la proteina diana BRAF (control
negativo) cuando se administré6 vemurafenib 100 nM, (B) muestra una captura de imagen con la respuesta de
sefial de vemurafenib (EM/EM) (m/z 383,1) de la seccion de tejido cuando se administré vemurafenib 100 nM
dentro del tejido de un paciente con una mutacion V60OE en la proteina diana BRAF y (C) muestra una captura
de imagen con la respuesta de sefal de '3C-vemurafenib (EM/EM) (m/z 389,1) de una seccion de tejido cuando
se administraron vemurafenib 100 nM y '3C-vemurafenib 1 uM dentro del tejido;

la figura 9 (A) muestra una captura de imagen con la respuesta de sefial de vemurafenib (EM/EM) (m/z 383,1) de
una seccion de tejido cuando se administré vemurafenib (100 nM) dentro del tejido de un paciente con una
mutacion de BRAF V600E en la proteina diana BRAF, (B) muestra una captura de imagen con la respuesta de
sefial de vemurafenib (EM/EM) (m/z 383,1) de una seccién de tejido cuando se administré6 vemurafenib dentro
del tejido de un paciente que carece de la mutacion de BRAF V600E en la proteina diana BRAF (control
negativo) y (C) muestra una captura de imagen con la respuesta de sefial de '*C-vemurafenib (EM/EM) (m/z
389,1) de una célula de la seccion de tejido cuando se administraron vemurafenib 100 nM y '3C-vemurafenib
1 uM en un paciente con una mutacién de BRAF V600E en la proteina diana BRAF; y

las figuras 10 (A) a (D) muestran una captura de imagen para un experimento de titulaciéon por coincubacion,
donde se administra una concentracion fija de vemurafenib a las muestras de tejido y se afiade '3C-vemurafenib
en una serie de titulacion de concentracion creciente desde (A) hasta (D) respectivamente, 100 nM, 1 uM, 10 pM,
100 uM y después de la incubacion se mide la repuesta de seiial de '*C-vemurafenib (EM/EM) (m/z 389,1).

Descripcion de realizaciones

La siguiente descripcion se centra en realizaciones de la presente invencién aplicables a un método de
espectrometria de masas para medir la especificidad de farmacos y selectividad de farmacos en una muestra de
tejido, y en particular a un ensayo multimodal capaz de examinar la presencia de un uUnico o multiple(s)
farmaco(s) y metabolito(s) en muestras de pacientes mediante obtencién de imagenes por espectrometria de
masas, y un método para caracterizar las propiedades de interaccion de farmacos con la muestra de tejido del
paciente. Sin embargo, se apreciara que la invencion no esta limitada a esta aplicacion sino que puede aplicarse
a otras aplicaciones de medicién de propiedades de moléculas e interacciones en muestras de tejido.

La espectrometria de masas (EM) es una técnica analitica valiosa porque mide una propiedad intrinseca de
cualquier molécula dada, su masa, con una sensibilidad muy alta. Por tanto, la EM puede usarse para medir una
amplia gama de tipos de moléculas y una amplia gama de tipos de muestras/materiales biolégicos. En este
proceso de ionizacion, el ion precursor se activa por aceleracion en una trampa de iones lineal selectiva de masa
en condiciones por las cuales algunos de los iones de fragmentos formados son inestables dentro de la trampa.
Después de un retraso temporal, los parametros de estabilidad de la trampa de iones se cambian para permitir la
captura de fragmentos que eran inestables anteriormente. El resultado es un espectro de iones del producto que
se origina a partir de iones precursores con una distribucién de energia interna modificada. Es posible seguir la
evolucion de la distribucién de energia interna precursora durante muchos milisegundos después de la admisién
de los iones precursores en la trampa de iones lineal. Los espectros de iones de productos de fragmentacion
retardados temporalmente muestran normalmente productos de fragmentacién secuencial reducidos que
conducen a espectros que se interpretan mas facilmente. Se han identificado varios parametros experimentales
importantes para la fragmentacion retardada temporalmente y la técnica tiene aplicaciones tanto para pequefios
iones precursores como para moléculas con carga multiple.

La espectrometria de masas en tdandem (EM/EM) estd en el centro de la mayoria de las investigaciones
modernas por espectrometria de masas de mezclas complejas. La fragmentacion implica la activacién de un ion
precursor por medio de colisiones con un gas objetivo y puede producir fragmentos cargados y neutros. La
naturaleza de los iones de fragmentos, asi como sus intensidades, a menudo es indicativa de la estructura del
ion precursor y, por tanto, puede proporcionar informacion util para la identificacion de analitos desconocidos, asi
como proporcionar una técnica de examen Uutil para diferentes clases de analitos. La activacién por medio de
colisiones multiples tanto prolonga el tiempo de activaciéon como permite que se depositen energias mas altas en
iones precursores. Mayores presiones del gas de colision también implican mayores tasas de relajacion de
colisién.

La desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI) es una técnica de ionizacidon suave utilizada en
espectrometria de masas. MALDI tradicional es un proceso de tres etapas, donde la muestra se mezcla con un
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material de matriz adecuado y se aplica a una placa de metal de muestra. Un laser pulsado irradia la muestra, y
las moléculas de analito se ionizan protonandose o desprotonandose en el penacho caliente de gases
expulsados, y luego pueden acelerarse en el espectrometro de masas para su andlisis.

La obtencién de imagenes por espectrometria de masas MALDI se define como el uso de desorcion laser
asistida por matriz con una tecnologia de obtencion de imagenes por espectrometria de masas (MALDI-MSI),
donde la muestra consiste en una seccién de tejido delgado. La preparacion de las muestras de seccion de tejido
es una etapa vital dentro de MSI. Se afiade la matriz de MALDI a los cortes de tejido finos montados en
portaobjetos de microscopio conductores. La sustancia de la matriz debe absorber a la longitud de onda del laser
e ionizar el analito. La seleccién de matrices y el sistema de disolventes depende en gran medida de la clase de
analito del que se desea obtener imagenes. El analito debe ser soluble en el disolvente con el fin de mezclar y
recristalizar la matriz. La matriz debe tener un recubrimiento homogéneo con el fin de aumentar la sensibilidad,
intensidad y reproducibilidad de disparo a disparo. Se utiliza disolvente minimo cuando se aplica la matriz con el
fin de evitar la deslocalizacion.

Después de esta etapa, el portaobjetos del microscopio se inserta en un espectrometro de masas MALDI. El
instrumento registrara la distribucion espacial de especies moleculares, tales como compuestos farmacolégicos y
moléculas de farmacos de metabolitos. Después de eso, puede utilizarse un software de procesamiento de
imagenes adecuado para importar datos del espectrémetro de masas para permitir la visualizacion y
comparacion con la imagen optica de la muestra.

Las secciones de tejido también pueden someterse a tincidn histologica tras completarse la investigaciéon por
MSI. Esto se realiza con el fin de seleccionar como diana zonas de interés y se trata previamente con lavado con
el fin de eliminar especies que suprimen moléculas de interés.

La figura 1 ilustra un procedimiento experimental de MSI. El tejido se caracteriza por tincion histoldgica. Los
experimentos de MSI se realizan mediante deposicion de matriz, seguidos por experimentos de MSI, realizados
mediante analisis de farmacos. La imagen de la seccion histoldgica y las sefiales i6nicas pueden reproducirse y
presentarse en la captura de imagen mas a la derecha superponiendo las dos imagenes e identificando
colocalizaciones comunes. La superposicion proporciona evidencias de la localizaciéon de células tumorales
dentro del tejido y la colocalizacion del farmaco. Las imagenes se construyen representando graficamente la
intensidad de iones frente a la posicion relativa de los datos de la muestra, donde la resolucién espacial tiene un
gran impacto sobre la informacion molecular obtenida del analisis.

La aplicacién de esta técnica a estudios biolégicos ha aumentado significativamente desde su introduccion.
MALDI-MSI esta proporcionando importantes contribuciones para la comprension de enfermedades, mejorando
los diagnosticos y la administracion de farmacos. MALDI-MSI ha sido capaz de diferenciar entre farmacos y
metabolitos y proporcionar informacién histolégica en la investigacion del cancer, lo que lo convierte en una
herramienta prometedora para encontrar nuevos biomarcadores proteicos. La tecnologia de obtencion de
imagenes por espectrometria de masas (MSI) se utiliza actualmente en el descubrimiento de farmacos, asi como
en el proceso de desarrollo de farmacos dentro de la industria farmacéutica.

Con respecto a la caracterizacion de farmacos, se ha utilizado la tecnologia de MSI en la industria para investigar
la distribucion de farmacos en los 6rganos principales. Las propiedades farmacocinéticas de ADME, junto con la
posible toxicidad de los farmacos y el metabolismo de los farmacos, son consideraciones regulatorias clave que
las agencias de la FDA y EMEA exigen con el fin de aprobar nuevas entidades farmacologicas, donde se usan
comunmente modelos animales. Hoy en dia, la plataforma de MALDI es la tecnologia de espectrometria de
masas mas comun aplicada en la industria farmacéutica y biotecnoldgica, asi como en las academias y centros
de investigacion nacionales.

Las microheterogeneidades dentro del tejido pueden compensarse mediante el uso de un patrén interno de
matriz que se usa entonces para la normalizaciéon de datos y cuantificacion. La cobertura total de tejido de la
matriz (con o sin) el patron interno mediante una capa delgada uniforme de cristales de matriz en la superficie del
tejido es de importancia imperativa con el fin de proporcionar datos reproducibles y de alta calidad.

La cuantificacion de farmacos puede hacerse mediante MALDI/MSI y se han desarrollado a lo largo de los afios y
se ilustra un ejemplo en la figura 2 (C). La cuantificacion de farmacos puede lograrse aplicando una
concentracion conocida de preparaciones de disolucién de farmaco y aplicando esto sobre la superficie del tejido
(B). Los niveles variables de las disoluciones de farmaco se analizan a continuacion mediante experimentos de
obtencion de imagenes por MALDI. Las intensidades de respuesta de sefial resultantes pueden representarse
graficamente frente a las concentraciones de farmaco y puede establecerse una relacién lineal dentro de un
experimento de calibracién (A), tal como se muestra en la figura 2.

MALDI/MSI no tiene marcador y puede aplicarse a estructuras de farmacos nativas y sus metabolitos dentro de
cualquier entorno de tejido. A medida que se produce la difusion del farmaco a través del 6rgano, se producira un
gradiente de concentracidon a través de las diversas capas de células. Esta disposicion de farmaco y
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metabolito(s) localizados entre las células o dentro de las células por todo el tejido dependera del microentorno
del tejido, asi como de las variables farmacocinéticas para una estructura de farmaco dada. En la figura 3A-B se
muestra una distribucion espacial identificada del farmaco en gradientes de concentracién por toda la estructura
y morfologia tisulares que hace posible alinear los niveles del farmaco y correlacionarlos con la morfologia tisular.
En la figura 3, imagenes histologicas del tejido (figura 3A), clasificadas en el presente documento en secciones
adyacentes, describen la estructura y morfologia del tumor. El entorno del tumor se utiliza como arquitectura para
los datos de imagenes de farmacos (experimentos de MSI, ilustrados en la figura 3B), analizando vemurafenib
(MS m/z 490,078). Tal como puede observarse, diferentes elementos de la estructura del tejido se colocalizan
con la sefial de vemurafenib.

A lo largo de la ultima década se han desarrollado muchos métodos cuantitativos diferentes basados en EM, que
se basan en un pequefio numero de técnicas fundamentales, que implican habitualmente alguna clase de patron
frente al que compararse.

Los métodos de obtencion de imagenes de farmacos cuantitativos relativos miden la razén de abundancia
relativa entre dos o mas muestras y pueden dividirse en métodos basados en marcador y sin marcador.
Diferentes técnicas ofrecen diferentes ventajas; por ejemplo, el marcaje in vivo es mas eficaz, marcando
posiblemente cada molécula de una célula, aunque a menudo es poco practico para algunas muestras (por
ejemplo, tejido humano) mientras que pueden aplicarse métodos in vitro para cualquier tipo de muestra en
principio. En todos los casos, existen retos comunes para calcular valores cuantitativos al nivel de molécula de
farmaco.

Los métodos cuantitativos de obtencion de imagenes basados en EM pueden clasificarse en dos grupos en o
bien cuantificacion absoluta y/o o bien cuantificaciéon relativa.

La molécula de farmaco sin marcador puede cuantificarse mediante métodos de analisis relativos que relacionan
una respuesta de sefial a otra con las sefales de lectura de sefal respectiva. Se determinan las intensidades
pico y se calculan las razones para la coincidencia molecular en diferentes experimentos.

La cuantificacién absoluta ha resultado ser un reto, y las estrategias implican a menudo el uso de una version
marcada de la molécula de farmaco. Los compuestos de farmaco pueden distinguirse habitualmente
incorporando isotopos estables dentro de la estructura, alterando de ese modo la masa de todas las demas
moléculas en cualquier muestra dada de un modo predecible (tal como se muestra en la figura 4). Estos is6topos
estables pueden incorporarse metabdlicamente en (idealmente) todas las moléculas de compuesto de farmaco,
in vivo, o puede usarse un reactivo quimico para marcar in vitro. El farmaco marcado con isétopos tiene
exactamente las mismas propiedades fisicoquimicas que el farmaco no marcado.

Actualmente hay pocas opciones terapéuticas para pacientes con enfermedades cancerigenas, y se necesitan
urgentemente nuevas perspectivas de la patogenia de esta enfermedad letal. Estudios con pacientes en estudios
de viabilidad en combinacion con modelos de enfermedad en roedores han sido la estrategia que han adoptado
los equipos de investigacion durante varios afios. Ademas, la correlacion entre un modelo de roedor dado con
farmaco administrado por un lado y la capacidad de utilizar administraciones controladas a secciones de tejido de
organos aislados con el entorno tumoral intacto es una herramienta valiosa para caracterizaciones de farmacos
en un modelo de enfermedad.

En el estudio que subyace a la presente invencion, se usa vemurafenib, un inhibidor de la enzima BRAF para el
tratamiento de melanoma en estadio tardio, para estudiar la interaccién farmaco-tumor. Se ha mostrado que
vemurafenib provoca muerte celular programada en lineas celulares de melanoma interrumpiendo la etapa de B-
Raf/MEK en la ruta de B-Raf/MEK/ERK. La figura 4A muestra la estructura molecular del farmaco vemurafenib
(en la que el asterisco representa los isétopos de "3C. Excepto por la incorporacion de isétopos de carbono-13 en
el 3C-vemurafenib marcado, las estructuras son idénticas. Es de interés que vemurafenib solo es eficaz si BRAF
tiene la mutacion V600OE comun o la mutacién de V600K de BRAF de tipo mas raro. Aproximadamente el 60% de
los melanomas tienen estas mutaciones, pero células de melanoma sin estas mutaciones no se inhiben por
vemurafenib.

La figura 5 muestra imagenes de MSI generadas a partir de un tumor de cancer de melanoma donde se muestra
la respuesta de sefial de vemurafenib en modo de EM, la imagen superior derecha muestra el ion de fragmento
generado a partir del ion original (EM/EM), la imagen inferior izquierda muestra el segundo ion de fragmento a
partir de la sefial de compuesto de vemurafenib (EM/EM) y la imagen inferior derecha muestra la superposicion
de las tres sefiales. Las aplicaciones que se realizan a una resolucién de una sola célula son preferibles ya que
la localizacién del farmaco y metabolito(s) puede hacerse con mayor precision y exactitud. La figura 6 muestra
una imagen de histologia donde se muestra la disposicion de una sola célula en una seccion de tejido. Se usa
espectrometria de masas de desorcion laser (MALDI) para identificar la localizacion del farmaco (vemurafenib)
localizacién en el tejido canceroso de un paciente. El diametro del laser captura imagenes a una potencia de
resolucion de 30 micrometros en resolucion espacial dentro de los compartimentos tisulares.
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Una limitacién de la localizacion de farmacos por MALDI-MSI tradicional es que el farmaco y los metabolitos del
farmaco pueden unirse o adherirse de manera no especifica a partes no relevantes de una muestra de tejido.
Esto se hace especialmente evidente para farmacos no optimizados con menor solubilidad o que requieren
mayores dosis. Para minimizar esto, las muestras se lavan tras la incubacion con el farmaco, en este caso con
PBS 3 veces y luego seguido por lavado con agua MilliQ 3 veces consecutivas. Sin embargo, aunque tal lavado
reducira en algun grado las sefiales de EM resultantes de la unién inespecifica, supone todavia un problema,
especialmente dado que las autoridades, tales como FDA y EMEA, requieren informacion detallada referente a la
distribucion del farmaco en los 6rganos principales para aprobar nuevas entidades farmacologicas (NCE).

En el método de la invencion, el ligando, tal como un farmaco de molécula pequefia, unido en la muestra de
tejido, se desplaza por un ligando marcado con una mayor concentracion mediante inhibicion competitiva. En la
practica, una muestra de tejido de un paciente se incuba con ligando no marcado, sin y con un ligando marcado
con is6topos sobre secciones adyacentes de muestras de tejido y luego se visualizan las ubicaciones y se
cuantifica el ligando unido y/o ligando marcado usando espectrometria de masas de obtencion de imagenes por
MALDI. Mientras que la union inespecifica no es competitiva, la unién especifica si lo es. El uso de un ligando
marcado con is6topos permite por tanto distinguir entre union especifica e inespecifica.

En una realizaciéon, un método de determinacion de la unidn especifica de un ligando que se une reversiblemente
a un sitio de unién en una muestra de tejido usa inhibicion competitiva por desplazamiento. EI método
comprende incubar el ligando (no marcado) en ausencia de un ligando marcado sobre una primera muestra de
tejido, incubar el ligando (no marcado) en presencia de un ligando marcado sobre una segunda muestra de
tejido, siendo las muestras de tejido primera y segunda secciones adyacentes de una muestra. Posteriormente,
la localizacion del ligando se visualiza usando espectrometria de masas de obtencion de imagenes por MALDI en
la muestra de tejido primera y segunda, respectivamente.

En una realizacion, el ligando y ligando marcado son homélogos, uniéndose de manera especifica al mismo sitio
de union. En una realizacion, el ligando marcado estéd marcado con un isétopo, tal como un ligando marcado con
deuterio o un ligando marcado con isétopo de '3C. En una realizacion, el ligando es vemurafenib y el ligando
marcado es '3C-vemurafenib. En una realizacion, el ligando y/o ligando marcado se cuantifican usando
espectrometria de masas de obtencion de imagenes por MALDI.

En detalle, se realizaron las etapas experimentales consecutivamente;

(1) se realizo la preparacion de secciones de 10 micrometros de los tejidos de melanoma maligno humano
congelados a -20°C. Después de eso, (2) se realizo la preparacion de muestras descongelando lentamente y
secando las secciones tumorales a temperatura ambiente. Entonces, se sumergieron las secciones en
metanol durante 5 min y se secaron a temperatura ambiente. De manera correspondiente, se manipul6 del
mismo modo tejido sano humano congelado extirpado de ganglios linfoides, y se us6 como controles
negativos. (3) Se realizo la incubacién con el farmaco durante una hora usando ligando no marcado, en este
caso vemurafenib, a una concentracion de 100 nM (nanomolar) para determinar la unién de la molécula de
ligando a su diana proteica. También se realizaron experimentos de coincubacion con secciones tumorales
del paciente con un ligando, en este caso vemurafenib, concentracion de 100 nM y un exceso de ligando
marcado con isotopos estables, en este caso '*C-vemurafenib. Durante los experimentos de titulacion, la
concentracion de vemurafenib marcado con isétopos estables era de 100 nM, 1 uM, 10 uM y 100 uM
(micromolar), respectivamente. (4) Tras la incubacién, se lavaron las secciones mediante PBS 3 veces y
luego seguido por lavado con agua MilliQ 3 veces consecutivas, y (5) se obtuvieron los espectros de masas
usando un instrumento MALDI LTQ-Orbitrap XL (Thermo Scientific, Alemania), y se obtuvieron las sefiales
del compuesto mediante el instrumento Orbitrap y la trampa de iones. Se realiz6 el analisis de imagenes
usando ImageQuest (Thermo Scientific, Alemania). Para el analisis histolégico, se realizaron tanto tincion
con H&E como analisis inmunohistoquimico usando anticuerpo monoclonal contra BRAF V600E.

En una realizacion, se realizan cortes de tejido congelado y se preparan una muestra de tejido primera y
segunda a partir de secciones adyacentes del tejido congelado. En una realizacién, dichas secciones se
descongelan, se secan y se sumergen en metanol durante 5 min. En una realizacién, se realiza la incubacién con
el ligando (es decir, el farmaco) durante una hora usando ligando no marcado, y se realiza la coincubacion
durante una hora usando ligando no marcado y un exceso de ligando marcado. En una realizacién, se lavan las
secciones, preferiblemente con PBS 3 veces y luego seguido por lavado con agua MilliQ 3 veces consecutivas.
En una realizacién, se obtienen espectros de masas usando un instrumento MALDI LTQ-Orbitrap, se obtienen
sefiales mediante el instrumento Orbitrap y la trampa de iones y se realiza el anadlisis de imagenes usando
ImageQuest. En una realizacion, se obtiene el analisis histolégico mediante tincién con H&E y/o andlisis
inmunohistoquimico usando anticuerpo monoclonal.

En una realizacion, la union del ligando a la ubicacién de la diana proteica se confirma mediante colocalizacion,
tal como mediante analisis inmunohistoquimico usando un anticuerpo monoclonal especifico para la diana
proteica.
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El impacto de esto se muestra en la figura 7, una captura de imagen de una seccion de tejido de un paciente con
cancer, donde (A) muestra la imagen de histologia de la muestra de tejido y (B) muestra una imagen de MSI de
la misma muestra de tejido tras administrarse vemurafenib 100 nM dentro del tejido, donde la respuesta de sefial
de vemurafenib se muestra en modo de EM. A esto le sigue una seccién de tejido del paciente con cancer,
donde (D) muestra la imagen de histologia de la muestra de tejido y (C) muestra la imagen de MSI de la muestra
de tejido donde se administraron '*C-vemurafenib 100 mM y vemurafenib 100 nM dentro del tejido, donde la
respuesta de sefal de vemurafenib se muestra en modo de EM. Dependiendo del formato de ensayo elegido,
pueden afiadirse el vemurafenib y '3C-vemurafenib simultaneamente, proporcionando de ese modo una lectura
del método que es cinéticamente competitiva tras la unién a la proteina diana, o por separado. Tal como se
muestra claramente, la sefial de vemurafenib en la figura 7 (A) se extingue tras la inhibicién competitiva del '3C-
vemurafenib. Debido a la concentracion mil veces superior de '3C-vemurafenib, el vemurafenib unido se
desplazara practicamente por competicion por el '3 C-vemurafenib. Para vemurafenib no unido que se adhiere de
manera inespecifica a partes de la muestra de tejido, no se desplazara de manera especifica por competicién por
el '3C-vemurafenib. Por tanto, puede determinarse vemurafenib unido especificamente usando inhibicion
competitiva por desplazamiento. Preferiblemente, el ligando marcado se formula a una concentracion mayor que
el ligando no marcado durante el desplazamiento, tal como concentraciones de cinco a diez mil veces superiores
del ligando marcado en comparacion con el ligando no marcado. Normalmente, la concentracion preferida del
farmaco no marcado esta en el intervalo nanomolar y la concentraciéon del farmaco marcado con isétopos esta en
el intervalo micromolar.

En una realizacion, la concentracion de ligando marcado es mayor, tal como de 5 a 10000 veces mayor, o tal
como de 10 a 1000 veces mayor, que la concentracion del ligando no marcado durante la inhibicion competitiva
por desplazamiento. En una realizacion, el ligando no marcado es de concentracion nanomolar y el ligando
marcado con isétopos es de concentracion micromolar.

En las figuras 8 y 9, la adicién del compuesto marcado con isétopos (i-vemurafenib) muestra un intercambio
competitivo de vemurafenib a i-vemurafenib, una sustitucién que proporciona pruebas de unién del farmaco
especifica y selectiva.

En la figura 8, se muestran secciones de tejido de (A) un control negativo de un paciente que carece de la
mutacion de BRAF V600E en la proteina diana BRAF y, (B) y (C), secciones de tejido de un paciente con una
mutacion V600E en BRAF. En de (A) a (C), se administré vemurafenib 100 nM dentro del tejido y se capturd una
imagen con la respuesta de sefial de vemurafenib (EM/EM) (m/z 383,1). En (C), se coadministré "*C-vemurafenib
1 uM dentro del tejido y se capturé una imagen con la respuesta de sefial de '*C-vemurafenib (EM/EM) (m/z
389,1), que desplaza por competicién al vemurafenib 100 nM.

En la figura 9 (A) y (C), se muestran secciones de tejido de un paciente con una mutacién V600E en BRAF, y en
(B) un control negativo de un paciente que carece de la mutacion de BRAF V600E en la proteina diana BRAF. En
de (A) a (C), se administré vemurafenib 100 nM dentro del tejido y se capturd una imagen con la respuesta de
sefal de vemurafenib (EM/EM) (m/z 383,1). En (C), se coadministro '3C-vemurafenib 1 uM dentro del tejido y se
capturé una imagen con la respuesta de sefial de '3C-vemurafenib (EM/EM) (m/z 389,1), que desplaza por
competicion al vemurafenib 100 nM.

Los tejidos de control confirman que vemurafenib no se une en gran medida en tejido que carece de la mutacion
de BRAF V600E. En su lugar, las muestras de tejido de pacientes con una mutaciéon V600E en BRAF muestran
una unioén clara a células localizadas dentro del tejido. Ademas, la especificidad de corte clara de la union
competitiva demuestra la especificidad de la unidn del farmaco a las células cancerosas y la diana proteica.

Con el método actual, los datos generados proporcionan propiedades de unidn especifica, que pueden
determinarse tras la administraciéon del farmaco vemurafenib y/o i-vemurafenib. En las figuras 10 (A) a (D), se
muestra un experimento de titulacion por coincubacion. Las adiciones del compuesto marcado con isétopos (13C-
vemurafenib) muestran un intercambio competitivo de vemurafenib a i-vemurafenib, una sustitucion que
proporciona pruebas de unién del farmaco especifica y selectiva.

En una realizacion, el método comprende incubar ligando no marcado con al menos dos concentraciones
diferentes de ligando marcado sobre secciones adyacentes de muestras de tejido. En una realizacién, el método
comprende usar una titulacion concentraciones diferentes de ligando marcado.

La sefial del is6topo de i-vemurafenib (en este caso, '3C-vemurafenib) de la figura 10 se resume en la tabla 1 a
continuacién. Muestra claramente que la unién competitiva de i-vemurafenib aumenta con niveles crecientes de
administracion. Los resultados de la espectrometria de masas indican claramente la relacién lineal entre la
concentracion del farmaco de i-vemurafenib y la unién a las células cancerosas, con un fondo de vemurafenib.
Ademas, la cinética del farmaco asi como la cinética de los metabolitos tras el tratamiento pueden determinarse
usando la metodologia descrita. Representando graficamente los resultados de la titulacion en una curva de
dosis-respuesta, puede deducirse el valor de CI50, la concentracion requerida para una inhibicién del 50% del
vemurafenib por el 'C-vemurafenib. De manera similar, otras constantes tales como la constante de disociacion
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del ligando (Kd) pueden deducirse a partir del valor de CI50, por ejemplo, usando la relacién de Cheng y Prussoff.
Para un inhibidor (tal como vemurafenib, que actia como inhibidor en la etapa de B-Raf/MEK en la ruta de
MAPK/ERK), puede deducirse la constante de inhibicion (Ki). Dependiendo de las caracteristicas de la proteina
diana asi como del modo de inhibicién (es decir, inhibicion competitiva, no competitiva o mixta), se usa la
ecuacion adecuada para calcular la constante de inhibicién (Ki). Comunmente, Kiy CI50, medidas en las mismas
condiciones de ensayo, del mismo inhibidor o dos inhibidores diferentes (I1 y 12) con el mismo mecanismo de
accién pueden compararse como : K 1/Ki2 = CI50,1/CI50,>.

Por tanto en una realizacion, el método se usa para calcular caracteristicas de union cinética para el ligando y/o
metabolito y/o receptor diana. En una realizacion, las caracteristicas de unién cinética son Kq (constante de
disociacion), Ki (constante de disociacion del inhibidor), CI50 (mitad de la concentracion inhibidora maxima).

Las propiedades de union son importantes con el fin de dilucidar y comprender el modo de accion del farmaco.
Los mecanismos del farmaco son claves en el tratamiento de pacientes con canceres, y estan relacionados
directamente con el aspecto de posible toxicidad, y la seguridad del paciente. Por tanto, el método de la
invencién puede proporcionar informaciéon de la interaccion de farmaco-tejido detallada para un paciente
individual. Por ejemplo, si un farmaco se une especificamente al tipo de tumor, y si el farmaco se une
homogéneamente a todo el tejido tumoral, permitiendo por tanto métodos de tratamiento mejorados teniendo en
cuenta al individuo, ayudando en la orientacion del tratamiento en la biologia de la enfermedad sumamente
compleja.

Las propiedades de union pueden estudiarse también usando una mezcla de mas de un compuesto de farmaco
(es decir, ligando) y compuesto con isétopos (es decir, ligando marcado) en una pareja. Esta mezcla de céctel de
farmacos proporciona capturas de imagenes unicas donde las propiedades de unién de la union de un solo
farmaco o multiples farmacos se producen a lo largo de un transcurso de tiempo dado. La cinética de
propiedades de union especifica se determina de ese modo mediante la informacién de especificidad de unién
del farmaco y datos detallados.

En una realizacion, el método usa una mezcla de mas de un par de ligando y ligando marcado, es decir, al
menos un primer ligando y primer ligando marcado correspondiente, y un segundo ligando, y segundo ligando
marcado correspondiente, para determinar la union especifica de un primer ligando y/o un segundo ligando que
se unen reversiblemente a un sitio de union en una muestra usando inhibicion competitiva por desplazamiento.

La mezcla de coctel de farmacos (es decir, ligando) puede incluir también multiples farmacos que se unen a
multiples dianas de union. Para tales mezclas, puede ser de alta importancia determinar que todos los
constituyentes del céctel se unen selectivamente al tejido tumoral, para ayudar a seleccionar un céctel de
farmacos eficaz, o para el caso donde un tratamiento que usa un coctel de farmacos especifico ha demostrado
ser clinicamente eficaz pero teniendo efectos secundarios extensos, para optimizar un coctel de farmacos para el
tratamiento.

En una realizacién, el método usa una mezcla de mas de un par de ligando y ligando marcado, es decir, al
menos un primer ligando y primer ligando marcado correspondiente, que se unen a una primera diana, y un
segundo ligando, y segundo ligando marcado correspondiente, que se unen a una segunda diana. Se usa
inhibicion competitiva por desplazamiento para determinar la unién especifica del primer ligando y/o un segundo
ligando.

El ligando marcado puede anadirse a un sistema donde la union de ligando-receptor esta ya en el, o proxima al,
equilibrio tras la incubacion. De este modo, el intercambio competitivo puede monitorizarse durante un transcurso
de tiempo, proporcionando tanto informacion sobre la dispersién del farmaco en el tejido como posiblemente
datos cinéticos no en equilibrio. En una realizacion, el método comprende (1) incubar una muestra de tejido con
ligando no marcado, y después de eso (2) incubar dicha muestra de tejido con ligando marcado. Es decir, el
ligando puede afadirse a la muestra de tejido en primer lugar (en un punto de tiempo) y el ligando marcado se
afiade en un momento posterior (en un segundo punto de tiempo). Tales experimentos pueden proporcionar mas
informacién con respecto a la penetracion y distribucidon del farmaco en la muestra, y posiblemente informacion
cinética adicional, tal como el tiempo de residencia (tr) y la semivida (t12) de un ligando unido, caracteristicas que
no son dependientes de la concentracion y a menudo son importantes para la eficacia del farmaco.

Materiales y métodos

Los siguientes ejemplos son meros ejemplos y de ningun modo debe interpretarse que limitan el alcance de la
invencion. Mas bien, la invencion esta limitada solo por las reivindicaciones adjuntas.

Los tejidos de melanoma maligno humano congelados se extirparon de ganglios linfoides, constituyendo el tejido
tumoral. Las secciones de tejido eran secciones con cortes de 10 um (micrometros) de grosor mediante el uso de
un criostato, realizadas a -20°C. Tras realizar las secciones, se descongelaron lentamente los cortes y se
secaron a temperatura ambiente. Entonces, se sumergieron las secciones en metanol durante 5 min y se
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secaron a temperatura ambiente. De manera correspondiente, se uso6 tejido sano humano congelado extirpado
de ganglios linfoides como controles negativos.

Se realizd la incubacion durante una hora usando vemurafenib no marcado a una concentracion de 100 nM
(nanomolar) para determinar la uniéon de la molécula de farmaco a su diana proteica. También se realizaron
experimentos de coincubacion con secciones tumorales de pacientes con una concentracion de vemurafenib de
100 nM y un exceso de vemurafenib marcado con is6topos estables. El tiempo de incubaciéon durante la unién
competitiva fue de 1 hora. El tiempo de incubacién puede variarse dependiendo del tipo de experimento
realizado. Durante los experimentos de titulacién, la concentracion de vemurafenib marcado con isétopos estable
fue de 100 nM, 1 uM, 10 uM y 100 pM (micromolar), respectivamente.

Las formulas estructurales de vemurafenib y el '3C-vemurafenib marcado con is6topos estables se muestran en
las figuras 4A 'y 4B.

Tras la incubacion, se lavaron las secciones mediante PBS 3 veces y luego seguido por lavado con agua MilliQ 3
veces consecutivas.

Se obtuvieron los espectros de masas usando un instrumento MALDI LTQ-Orbitrap XL (Thermo Scientific,
Alemania). Se obtuvieron las sefiales del compuesto mediante el instrumento Orbitrap y la trampa de iones. Se
realizo el analisis de imagenes usando ImageQuest (Thermo Scientific, Alemania). Para el analisis histologico, se
realizaron tanto tincién de H&E como analisis inmunohistoquimico usando anticuerpo monoclonal contra BRAF
V600E.

Se calculd la intensidad de union identificando el area de unién a partir de la imagen de espectrometria de masas
y la lectura de intensidad se calcula mediante el software ImageQuest del instrumento a partir de la sefial y los
datos de fondo.

Resultados

En la figura 6, una imagen de una seccion de tejido de melanoma maligno humano tratada para experimentos de
MSI muestra la morfologia de disposiciéon de una sola célula de las muestras de seccion de tejido. La
espectrometria de masas de desorcién laser usada para identificar la localizacion del farmaco (vemurafenib) en
el tejido canceroso tiene un diametro del laser que captura imagenes a una potencia de resolucion de 30
micrémetros en resolucion espacial dentro de los compartimentos tisulares.

La figura 5 (A) muestra una imagen de MSI de una respuesta de sefial de vemurafenib en modo de EM de una
seccion de tejido de melanoma maligno humano incubada con vemurafenib no marcado. La respuesta de sefial
de los iones de fragmentos primero y segundo generados a partir del ion original (EM/EM) de vemurafenib se
muestra en las figuras 5 (B) y (C) respectivamente. En la figura 5 (D) se muestra una superposicion de todas las
sefiales (A-C).

En la figura 7 se muestran experimentos de coincubacion. La figura 7 (A) muestra una imagen de histologia de
una seccion de tejido de melanoma maligno humano de un paciente, y (B) una captura de imagen de la seccion
de tejido donde se administré vemurafenib 100 nM dentro del tejido. La figura 7 (D) muestra una imagen de
histologia de otra seccion de tejido de melanoma maligno humano, y (C) experimentos de coincubacién donde se
administraron '3C-vemurafenib 100 mM y vemurafenib 100 nM dentro del tejido. La adicion del compuesto
marcado con isétopos ('*C-vemurafenib) muestra un intercambio competitivo de vemurafenib a i-vemurafenib,
una sustitucion que proporciona pruebas de union del farmaco especifica y selectiva. El tejido de control en este
caso no tiene ninguna union del farmaco medible (no mostrado).

La figura 8 (A) muestra una captura de imagen con la respuesta de sefial de vemurafenib (m/z 383,1) de la
seccion de tejido donde se administré vemurafenib 100 nM dentro del tejido. La seccion de tejido (A) es un tejido
de control negativo de un paciente (paciente 1) que carece de la mutacién de BRAF V600F en la proteina diana
BRAF. La figura 8 (B) muestra una captura de imagen para un paciente (paciente 2) con la mutacion V600E en la
proteina diana BRAF, con la respuesta de sefial de vemurafenib (m/z 383,1) de la seccién de tejido donde se
administré vemurafenib 100 nM dentro del tejido. La figura 8 (C) muestra una captura de imagen con la respuesta
de sefial de '3C-vemurafenib (m/z 389,1) de la seccion de tejido del paciente 2 (con la mutacion V600E en la
proteina diana BRAF) donde se administraron vemurafenib 100 nM y '3C-vemurafenib 1 uM dentro del tejido que
desplaza por competicidn al vemurafenib 100 nM.

De manera similar, la figura 9 (A) muestra una captura de imagen para un paciente (paciente 3) con la mutacion
V600E en la proteina diana BRAF, con la respuesta de sefial de vemurafenib (m/z 383,1) de una célula de la
seccion de tejido donde se administré vemurafenib 100 nM dentro del tejido. La figura 9 (B) es un tejido de
control negativo de un paciente (paciente 4) que carece de la mutacién de BRAF V600F en la proteina diana
BRAF, y muestra una captura de imagen con la respuesta de sefial de vemurafenib (m/z 383,1) de una célula de
la seccion de tejido donde se administré vemurafenib 100 nM dentro del tejido. La figura 9 (C) muestra una
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captura de imagen para un paciente (paciente 3) con la mutacion V600E en la proteina diana BRAF, con la
respuesta de sefial de '3C-vemurafenib (m/z 389,1) de una célula de la seccién de tejido donde se administro
vemurafenib 100 nM y "3C-vemurafenib 1 uM dentro del tejido, que desplaza por competicion al vemurafenib
100 nM.

El intercambio competitivo de vemurafenib a i-vemurafenib proporciona pruebas de la uniéon del farmaco
especifica y selectiva. Ademas, el intercambio competitivo puede proporcionar incluso mas informacion. En las
figuras 10 (A) a (D), se muestra un experimento de titulacion por coincubacion. La figura 10 (A) muestra una
captura de imagen con la respuesta de sefial de '3C-vemurafenib (m/z 389,1) de una célula de la seccion de
tejido donde se administré vemurafenib 100 nM dentro del tejido. La figura 10 (B) muestra una captura de imagen
con la respuesta de sefial de '3C-vemurafenib (m/z 389,1) de una célula de la seccién de tejido donde se
administré vemurafenib 1 uM dentro del tejido. La figura 10 (C) muestra una captura de imagen con la respuesta
de sefial de 3C-vemurafenib (m/z 389,1) de una célula de la seccion de tejido donde se administré vemurafenib
10 uM dentro del tejido. Finalmente, la figura 10 (D) muestra una captura de imagen con la respuesta de sefial de
13C-vemurafenib (m/z 389,1) de la seccion de tejido donde se administré vemurafenib 100 uM dentro del tejido.
Las adiciones de compuesto marcado con isétopos (*C-vemurafenib) muestran un intercambio competitivo de
vemurafenib a i-vemurafenib, una sustitucion que proporciona pruebas de la union del farmaco especifica y
selectiva. La respuesta de sefial de '®C-vemurafenib se resume en la tabla 1 a continuacion.

Tabla 1. Union competitiva de '3C-vemurafenib frente a vemurafenib.

Conc. de isétopo Sefal de is6topo Fondo
100 uM 259400 622
10 uM 29870 268
1uM 3233 323
0,1 uM 326 165

La unién de '3C-vemurafenib aumenta con niveles crecientes de administracion. Esto indica claramente la
relacion lineal entre la concentracion de farmaco de '3C-vemurafenib y la unién a las células cancerosas, con un
fondo de vemurafenib, tal como se muestra en la tabla 1. La especificidad de corte clara de la unién competitiva
demuestra la especificidad de la unidn del farmaco a las células cancerosas y la diana proteica, y la relacién de
sefial/concentracion puede usarse para calcular caracteristicas de union cinética para el ligando y/o metabolito
y/o receptor diana.

Aunque la presente invencién se ha descrito anteriormente con referencia a (a) realizacién/realizaciones
especifica(s), no se pretende que se limite a la forma especifica expuesta en el presente documento. Mas bien,
la invencion esta limitada solo por las reivindicaciones adjuntas y realizaciones distintas de las especificas
anteriores son igualmente posibles dentro del alcance de estas reivindicaciones adjuntas, por ejemplo, diferentes
de las descritas anteriormente.

En las reivindicaciones, el término “comprende/que comprende” no excluye la presencia de otros elementos o
etapas. Ademas, aunque se enumeran individualmente, pueden implementarse una pluralidad de medios,
elementos o etapas del método mediante, por ejemplo, una sola unidad o procesador. Adicionalmente, aunque
pueden incluirse caracteristicas individuales en diferentes reivindicaciones, estas posiblemente pueden
combinarse ventajosamente, y la inclusion en diferentes reivindicaciones no implica que una combinacion de
caracteristicas no sea viable y/o ventajosa. Ademas, las referencias en singular no excluyen una pluralidad. Los
términos “un”, “una”, “primero”, “segundo”, etc. no excluyen una pluralidad. Los signos de referencia en las
reivindicaciones se proporcionan simplemente como un ejemplo aclaratorio y no deben interpretarse como
limitativos del alcance de las reivindicaciones de ninguna manera.
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REIVINDICACIONES

Método de determinacion de la unién especifica de un ligando que se une reversiblemente a un sitio de
unién en una muestra de tejido usando inhibicion competitiva por desplazamiento, comprendiendo el
método incubar un ligando no marcado en ausencia de un ligando marcado sobre una primera muestra
de tejido, incubar el ligando no marcado en presencia de un ligando marcado sobre una segunda
muestra de tejido, siendo las muestras de tejido primera y segunda secciones adyacentes de la
muestra; y posteriormente visualizar la localizacion del ligando usando espectrometria de masas de
obtencion de imagenes por MALDI en la muestra de tejido primera y segunda, respectivamente.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el ligando marcado es un ligando marcado con isétopos.

Método segun la reivindicacién 2, en el que el ligando marcado con is6topos es un ligando marcado con
deuterio, o un ligando marcado con is6topo de '3C.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la concentracién molar de ligando
marcado es mayor que la concentracion molar del ligando no marcado durante la inhibicion competitiva
por desplazamiento.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la concentracion molar de ligando
marcado es de 5 a 10000 veces mayor que la concentracion molar del ligando no marcado durante la
inhibicion competitiva por desplazamiento.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ligando no marcado es de
concentracién nanomolar y el ligando marcado con isétopos es de concentracidon micromolar.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ligando y ligando marcado son
homdlogos.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la localizacién de una proteina
diana y la union del is6topo se confirman mediante colocalizacion.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ligando y/o ligando marcado se
cuantifican usando espectrometria de masas de obtencion de imagenes por MALDI.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende incubar dicho ligando no
marcado con al menos dos concentraciones diferentes de ligando marcado sobre secciones adyacentes
de muestras de tejido.

Método segun la reivindicacién 10, en el que el método comprende usar una titulacion de
concentraciones diferentes de ligando marcado.

Método segun la reivindicacion 10 u 11, en el que las caracteristicas de unién cinética para el ligando
y/o metabolito y/o receptor diana se calculan a partir de los datos de union.

Método segun la reivindicacion 12, en el que las caracteristicas de unién cinética son K, Ki y/o CI50.
Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ligando se afiade a la segunda
muestra de tejido en primer lugar, en un punto de tiempo, y el ligando marcado se afade en un

momento posterior, en un segundo punto de tiempo.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ligando es vemurafenib y el
ligando marcado es '*C-vemurafenib.
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Fig. 4A

Fig. 4B
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Fig. 5B

Fig. 5D

Fig. 5C
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Fig. 7B
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