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DESCRIPCION

Método de alto rendimiento para clasificar funcionalmente proteinas identificadas usando un enfoque genémico.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere generalmente a un método de clasificacién de una proteina basado en la capacidad
de uno o mds ligandos para modificar la estabilidad, y particularmente, la estabilidad térmica, de la proteina, de tal
manera que la modificacién de la estabilidad indica una interaccién entre el ligando y la proteina.

Técnica relacionada

Los ~ 3 x 10° pares de bases de nucleétidos contenidos en el genoma humano codifican para aproximadamente de
60.000 a 100.000 proteinas esenciales (Alberts et al., En: “Molecular Biology of the Cell”, 3* Ed., Alberts, B. D. et
al., Eds. (1994); Rowen, L. et al., Science 278:605 (1997)). Los investigadores del proyecto Genoma Humano estan
identificando rdpidamente todos los genes de los 23 pares de cromosomas humanos. Los productos de estos genes se
reconocen ampliamente como el conjunto futuro de dianas terapéuticas para el desarrollo de productos farmacéuticos
en las proximas décadas. Aunque la secuenciaciéon del genoma humano se completard enormemente en el plazo de
unos cuantos afios, la elucidacion de la funcién de estos genes se retrasard atin mas. Por tanto, se requieren nuevas
tecnologias para comprender la organizaciéon funcional del genoma humano y realizar la transicién desde la “gend-
mica estructural”, o informacién de secuencia, hasta la “genémica funcional”, o funcién génica, y la asociacién con
fenotipos normales y patolégicos (Hieter & Boguski, Science, 278:601 (1997)).

La dificultad de esta tarea se ha ilustrado claramente mediante el reciente descubrimiento de que de los 4288 genes
en el genoma elemental de E. coli, la funcidn de aproximadamente el 40% de las proteinas codificadas por estos genes
es completamente desconocida (Blattner et al., Science 257:1453 (1997)). De hecho, de los 12 microorganismos para
los que estd disponible la informacién gendémica completa, siendo S. cerevisiae el mayor con 12,1 megabases (6034
genes), s6lo se han identificado del 44% al 69% de los genes usando las comparaciones computacionales de secuencias
de estado de la técnica actual (Pennisi, E., Science 277:1433 (1997)). Ademds, la espiroqueta que produce la sifilis
tiene 1.014 genes, de los que el 45% no tienen funcién conocida (Fraser et al., Science 281:375-388 (1998)). Como
resultado, hay un vacio de informacién funcional que presenta un reto para las metodologias tradicionales, y al mismo
tiempo una oportunidad de descubrir nuevas dianas para la intervencion terapéutica.

Sin embargo, la clasificacion de las proteinas de funcién desconocida basdndose en la homologia de nucleétidos o
aminodcidos con proteinas de funcién conocida es imprecisa y poco fiable. Las proteinas que tienen homologia estruc-
tural pueden tener funciones diferentes. Por ejemplo, lisozima y a-lactoalbimina tienen una homologia de secuencia
del 40%, pero funciones divergentes. La lisozima es una hidrolasa y la @-lactoalbtimina es una proteina de unién a
calcio que participa en la sintesis de lactosa para su secrecion en la leche de mamiferos lactantes (Qasba y Kumar,
Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 32:255-306 (1997)).

Algunas proteinas tienen una funcién similar, aunque no tienen homologia de secuencia. Por ejemplo, las serina
proteasas tripsina y subtilisina muestran una funcién similar, pero no muestran ni homologia de secuencia ni homolo-
gia estructural (Tong et al., Nature Strcutural Biology 9:819-826 (1998)). Las proteina cinasas dependientes de AMP
ciclico de la familia de plegamiento de cinasas y D-Ala:D-Ala ligasa de la familia de plegamiento “ATP Grasp”, no
tienen homologia de secuencia, aunque comparten elementos estructurales comunes para el reconocimiento de ATP
y ambas son enzimas dependientes de ATP (Denessiouk et al., Protein Science 7:1768-1771 (1998)). Algunas protei-
nas no muestran homologia de secuencia, muestran cierta homologia estructural, aunque tienen funciones diferentes.
Ejemplos de tales proteinas son la proteina de resistencia a bleomicina, bifenilo 1,2-dioxigenasa y glioxalasa humana
(Bergdoll et al., Protein Science 7:1661-1670 (1998)).

Por tanto, existe la necesidad de una tecnologia precisa, fiable que facilite la rdpida clasificacién de alto rendimiento
de proteinas de funcién desconocida.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona métodos para clasificar funcionalmente una proteina. Los métodos estdn rela-
cionados con la capacidad de las moléculas en una multiplicidad de moléculas diferentes para modificar la estabilidad
de una proteina, y por tanto, unirse a la proteina.

En un aspecto la presente invencidn proporciona un método para determinar al menos una funcién bioldgica de
una proteina diana, comprendiendo dicho método:

(a) seleccionar una multiplicidad de moléculas diferentes por su capacidad para modificar la estabilidad de
dicha proteina diana, en el que la modificacién de la curva de desplegamiento de dicha proteina diana
por una molécula indica que la molécula se une a dicha proteina diana, comprendiendo dicha etapa de
seleccion:
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(al) poner en contacto dicha proteina diana con una o més de dicha multiplicidad de moléculas diferentes
en cada uno de una multiplicidad de recipientes;

(a2) tratar dicha proteina diana en cada uno de dicha multiplicidad de recipientes para hacer que la proteina
se despliegue;

(a3) medir en cada uno de dichos recipientes un cambio fisico asociado con el desplegamiento de dicha
proteina diana;

(a4) generar una curva de desplegamiento para dicha proteina diana para cada uno de dichos recipientes;

(a5) comparar cada una de dichas curvas de desplegamiento en la etapa (a4) con la curva de desplegamiento
obtenida para dicha proteina en ausencia de cualquiera de dicha multiplicidad de moléculas diferentes;

y

(a6) determinar si cualquiera de dicha multiplicidad de moléculas diferentes modifica la estabilidad de
dicha proteina, en el que una modificacion en la estabilidad estd indicada por un desplazamiento en la
curva de desplegamiento;

y

(b) en el que una modificacion en la estabilidad estd indicada en la etapa (a6), determinando al menos una
funcién bioldgica de dicha proteina diana mediante:

(bl) la generacién de una primera lista de moléculas que modifican la curva de desplegamiento de dicha
proteina diana; y

(b2) la comparacién de dicha primera lista de moléculas con al menos una segunda lista de moléculas, en
la que las moléculas en dicha segunda lista se sabe que modifican la curva de desplegamiento de un
grupo de proteinas que comparten funcion bioldgica; y

(b3) la determinacién de si alguna molécula en dicha primera lista estd incluida en dicha segunda lista;
determinando asi al menos una funcién biolégica de la proteina diana.

En una primera realizacién, la proteina diana puede desplegarse debido a un cambio térmico y se calienta en
la etapa (a2) para generar una curva de desplegamiento térmico para dicha proteina diana como una funcién de la
temperatura para cada uno de dichos recipientes; y se determina al menos una funcién bioldgica de dicha proteina
diana si las moléculas que desplazan la curva de desplegamiento térmico de dicha proteina diana desplazan las curvas
de desplegamiento térmico de proteinas con las que comparten funcién bioldgica.

En dicha etapa (a) de seleccion, la multiplicidad de moléculas diferentes pueden ser las moléculas en dicha segunda
lista.

En la primera realizacién, la etapa (a5) de comparaciéon puede comprender ordenar dichas moléculas en dicha
multiplicidad de moléculas diferentes por su unién a dicha proteina diana segun la capacidad de cada una de dicha
multiplicidad de moléculas diferentes para desplazar la curva de desplegamiento térmico de dicha proteina diana.

En la primera realizacion, en dicha etapa (a2) de calentamiento, dicha multiplicidad de recipientes puede calentarse
simultdneamente.

En la primera realizacién, dicha etapa (a4) puede comprender ademds determinar una temperatura del punto medio
(T, de la curva de desplegamiento térmico; y dicha etapa (a5) puede comprender ademds comparar la T, de cada una
de dichas curvas de desplegamiento en la etapa (a4) con (1) la T,, de cada una de dichas otras curvas de desplegamiento
térmico y con (2) la T, de la curva de desplegamiento térmico obtenida para dicha proteina diana en ausencia de
cualquiera de dichas moléculas diferentes.

En cualquier realizacién del primer aspecto de la invencion, dicha etapa (a3) puede comprender medir la absor-
bancia de la luz por el contenido de cada uno de dichos recipientes.

En la primera realizacién de la invencion, dicha etapa (al) puede comprender poner en contacto dicha proteina
diana con una molécula de sonda de fluorescencia en cada uno de dicha multiplicidad de recipientes y dicha etapa (a3)
puede comprender:

(1) excitar dicha molécula de sonda de fluorescencia, en cada uno de dicha multiplicidad de recipientes, con
luz; y

(i1) medir la fluorescencia de cada uno de dicha multiplicidad de recipientes, incluyendo medir la fluorescencia
de cada uno de dicha multiplicidad de recipientes, un recipiente cada vez o simultdneamente, o medir la
fluorescencia de un subconjunto de dicha multiplicidad de recipientes simultdneamente.
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En la primera realizacién de la invencion, dicha etapa (a3) puede comprender:

(1) excitar residuos de triptéfano en dicha proteina diana, en cada uno de dicha multiplicidad de recipientes,
con luz; y

(i) medir la fluorescencia de cada uno de dicha multiplicidad de recipientes.

En la primera realizacién de la invencidn, dicha multiplicidad de recipientes en la etapa (al) puede comprender
una multiplicidad de pocillos en una microplaca.

En una realizacién adicional, la invencién proporciona un método de la primera realizacién, llevado a cabo en un
aparato que comprende:

un primer bloque conductor de calor en contacto con una primera pluralidad de muestras proporcionadas
en pocillos separados de una placa de microtitulacién, comprendiendo cada una de dichas muestras dicha
proteina diana y uno o mds de una multiplicidad de compuestos diferenciados de una biblioteca de sondas
funcionales;

un controlador de temperatura acoplado a dicho primer bloque conductor de calor;
una fuente luminosa dispuesta adyacente a dicho primer bloque conductor de calor;
un sensor de emision de fluorescencia dispuesto adyacente a dicho primer bloque conductor del calor; y

medios para procesar una sefial de emision espectral obtenida a partir de dicho sensor de emisién de fluo-
rescencia;

en el que la multiplicidad de compuestos diferenciados de la biblioteca de sondas funcionales se compone de una
pluralidad de vitaminas, una pluralidad de coenzimas, una pluralidad de compuestos que tienen grupos funcionales
de residuos de aminodcidos y miméticos de los mismos, una pluralidad de quelantes de metales, una pluralidad de
iones metdlicos, una pluralidad de hidratos de carbono, una pluralidad de 4cidos nucleicos, una pluralidad de lipidos,
una pluralidad de enzimas, una pluralidad de esteroides, una pluralidad de hormonas aminicas, una pluralidad de
alcaloides, una pluralidad de moléculas de farmacos genéricos y una pluralidad de productos naturales; y

en el que dicha biblioteca de sondas funcionales tiene una diversidad suficiente de compuestos para determinar al
menos una funcién biolégica de la proteina diana cuando se prueba la multiplicidad de compuestos de la biblioteca
de sondas funcionales usando dicho aparato para determinar su capacidad para desplazar la curva de desplegamiento
térmico de la proteina diana y se comparan con una lista de compuestos que se sabe que modifican la estabilidad de
un grupo de proteinas con las que comparten la funcién bioldgica.

Existen varias ventajas de los métodos de la presente invencién para el procedimiento de descubrimiento de fér-
macos, especialmente con respecto a la genémica funcional. Por ejemplo, los métodos de la presente invencién pro-
porcionan una utilidad de diana cruzada generalizada porque se basan en propiedades termodindmicos comunes a
todos lo complejos de ligando/receptor. Ademas, los métodos de la presente invencién facilitan la evaluacién directa
de proteinas diana derivadas de estudios genémicos porque no es necesario un conocimiento de la funcién especifica
de la diana.

Una ventaja adicional proporcionada por los métodos de la presente invencién es que pueden aplicarse de ma-
nera universal a cualquier receptor que es una diana farmacoldgica. No es necesario inventar un nuevo ensayo cada
vez que se vuelve disponible un nuevo receptor para probarlo. Por tanto, la seleccion de bibliotecas de compuestos
comienza inmediatamente con la preparacién de la diana proteica. Cuando el receptor en estudio es una enzima, los
investigadores pueden determinar el orden jerarquico de afinidad de una serie de compuestos mas rapidamente y mas
facilmente de lo que pueden hacerlo usando métodos cinéticos convencionales. Ademds, los investigadores pueden
detectar la unién de ligandos a una enzima, independientemente de si la unién se produce en el sitio activo, en un sitio
de unién de cofactor alostérico o en una superficie de contacto de una subunidad del receptor. La presente invencién
es igualmente aplicable a receptores no enzimaticos.

Aun una ventaja adicional proporcionada por los métodos de la presente invencidn es que los métodos pueden
practicarse usando volimenes de ensayo miniaturizados (por ejemplo, 1-5 uL), que facilita el uso de matrices de ensayo
de microplaca de alta densidad de 16 x 24 (384 pocillos), 32 x 48 (1536 pocillos) o matrices adaptadas adicionales.
Sélo se requieren de aproximadamente 5 a 40 picomoles de proteina (0,1 ug a 1,0 pug para una proteina de 25 kDa) por
pocillo de ensayo, para una concentracién de proteina final de aproximadamente 1 a 4 uM. por tanto, puede usarse 1,0
mg de proteina para llevar a cabo de 10° a 10* ensayos en el formato miniaturizado.

Aun una ventaja adicional proporcionada por la presente invencién es que los métodos de la presente invencién
facilitan la seleccién de ultra alto rendimiento de bibliotecas de compuestos (por ejemplo, bibliotecas de sondas fun-
cionales). Por tanto, los métodos de la presente invencion hacen posible seleccionar de 10.000 a 30.000 compuestos
al dia por estacion de trabajo. A esa velocidad, pueden seleccionarse de 2,5 a 6 proteinas diana al dia, por estacion de
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trabajo, frente a una biblioteca de sondas funcionales de 4000 compuestos. Pueden seleccionarse al menos de 500 a
1200 dianas terapéuticas al dia, por estacion de trabajo, frente a una biblioteca de sondas funcionales de 4000 com-
puestos. En cinco afios, podrian probarse de aproximadamente el 3 al 7,5% de las proteinas codificadas por el genoma
humano por estacién de trabajo.

Aln una ventaja adicional proporcionada por los métodos de la presente invencién es que el amplio intervalo
dindmico de afinidades de unién que puede someterse a ensayo en el ensayo de pocillo tinico abarca doce 6rdenes de
magnitud (es decir, desde afinidades femtomolares (10~ M) hasta milimolares (10~ M)).

Aun una ventaja adicional proporcionada por los métodos de la presente invencidn es que pueden monitorizarse
las interacciones de unién de multiples ligandos a través de la aditividad préxima de la energia libre de la unién de
ligandos para ligandos individuales.

Ademis, los métodos de la presente invencién proporcionan informacién que es mds exacta y fiable que la in-
formacién proporcionada por las metodologias de homologia de secuencia convencionales, tal como la notificada en
Tatusov, R. L. et al., Science 278:631-637 (1997); y Heiter, P. y M. Boguski, Science 278:601-602 (1997).

Ademais, pueden identificarse diferentes clases de enzimas y diferenciarse basdndose en diferentes conjuntos de
andlogos de estado de transicion. Por ejemplo, se ha encontrado que los derivados del 4cido bencenoborénico (BBA)
se unen de manera reversible a diversas serina proteasas tales como las subtilisinas, de fuentes bacterianas, y a-
quimotripsina, de fuentes eucariotas (Nakatani, H., et al., J. Biochem. (Tokio) 77:905-8 (1975)). De manera similar,
se encontré que andlogos de estado de transicién de boroarginina, que tienen un grupo arginina en la posicién P1
de este peptidomimético sintético, son inhibidores mds especificos para las serina proteasas, trombina, tripsina y
plasmina (Tapparelli et al., J. Biol. Chem. 268:4734-41 (1993)) con la especificidad observada: K4 ~ 10 nM (trombina),
K4 ~ 1.000 nm (tripsina), K; ~ 10.000 nM (plasmina). Esto ilustra una ventaja importante que proporcionan los
métodos de la presente invencion, con respecto al enfoque de comparacién de secuencias para clasificar proteinas: el
desplazamiento AT,, esperado de la unién de un andlogo de estado de transicion de dcido borénico debe ser mucho
mads caracteristico de una serina proteasa (independientemente de una fuente bacteriana o eucariota) que la informacién
proporcionada por las comparaciones de secuencias solas. Las serina proteasas de fuentes bacterianas y eucariotas son
ejemplos de los libros de texto de evolucidn convergente y, por tanto, tienen muy poca homologia de secuencia, a pesar
del hecho de que comparten la funcién catalitica.

A continuacién se describen en detalle caracteristicas y ventajas adicionales de la presente invencidn con referencia
a los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1A muestra un diagrama de flujo que ilustra un método de la presente invencién. La figura 1B muestra
otro diagrama de flujo que ilustra un método de la presente invencién.

La figura 2 es un diagrama esquematico que ilustra una vista desde arriba de un aparato de ensayo que puede usarse
para practicar el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca.

La figura 3 muestra los resultados de ensayos de desplazamiento térmico en microplaca de interacciones de unién
de un tnico ligando a tres clases diferentes de sitios de unién para @-trombina humana.

La figura 4 muestra los resultados de ensayos de desplazamiento térmico en microplaca de interacciones de unién
de multiples ligandos para @-trombina humana.

La figura 5 muestra los compuestos presentes en la placa 1 de la biblioteca de sondas funcionales.

La figura 6 muestra el espectro de actividad para factor Xa que se generd usando los compuestos en la placa 1 de
la biblioteca de sondas funcionales.

La figura 7 muestra el espectro de actividad para receptor 1 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR1) que
se generd usando los compuestos en la placa 1 de la biblioteca de sondas funcionales.

La figura 8 muestra el resultado de un ensayo de desplazamiento térmico en microplaca de la unién del represor
lac dimérico recombinante a una secuencia de operador lac palindrémico 21-mérico sintético.

La figura 9 muestra el resultado de un ensayo de desplazamiento térmico en microplaca de la unién de miosina
muscular bovina a adenosina trifosfato (ATP).

La figura 10 muestra el resultado de un ensayo de desplazamiento térmico en microplaca de la unién de proteina
cinasa dependiente de 3’-5’-AMPc de corazén bovino a adenosina trifosfato-y-sulfato (ATP-y-S).

La figura 11 muestra el resultado de un ensayo de desplazamiento térmico en microplaca de la unién de dihidrofo-
lato reductasa bovina (DHFR) a metotrexato.
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La figura 12 muestra el resultado de un ensayo de desplazamiento térmico en microplaca de la unién de dihidrofo-
lato reductasa bovina (DHFR) a NADPH.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En la siguiente descripcion, se hard referencia a diversos términos y metodologias conocidos por los expertos en
las técnicas bioquimica y farmacoldgica.

La presente invencién proporciona métodos para clasificar funcionalmente una proteina, que puede desplegarse,
segin un conjunto de moléculas en una multiplicidad de moléculas diferentes que modifican la estabilidad de la
proteina. Puede hacerse que una proteina se despliegue mediante tratamiento con un agente desnaturalizante (tal como
urea, clorhidrato de guanidinio, tiosuccinato de guanidinio, etc.), un detergente, tratando la proteina con presion,
calentando la proteina, etc.

En una realizacién, la presente invencién proporciona métodos para clasificar funcionalmente una proteina que
supone determinar si se desplaza la curva de desplegamiento térmico de la proteina. Sélo las moléculas que desplazan
la curva de desplegamiento térmico se considera que son ligandos que se unen a la proteina. Preferiblemente, se
usa el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca para determinar si se desplaza la curva de desplegamiento
térmico de la proteina. El ensayo de desplazamiento térmico en microplaca supone determinar si las moléculas que
se prueban para determinar su unién desplazan la curva de desplegamiento térmico. El ensayo de desplazamiento
térmico en microplaca se describe en la solicitud de patente internacional nimero PCT/US97/08154 (publicada el 13
de noviembre de 1997 como la publicacién nimero W097/42500).

En una realizacion preferida, la presente invencién proporciona un método para clasificar una proteina diana que
puede desplegarse debido a un cambio térmico.

En esta realizacién, la proteina diana se pone en contacto con una molécula de una multiplicidad de moléculas
diferentes en cada uno de una multiplicidad de recipientes. Entonces, se calientan los recipientes, en intervalos, en
un intervalo de temperaturas. Preferiblemente, la multiplicidad de recipientes se calienta simultdneamente. Tras cada
intervalo de calentamiento, se mide un cambio fisico asociado con el desplegamiento térmico de la molécula diana.
En una realizacion alternativa de este método, se calientan los recipientes de manera continua. Se representa una
curva de desplegamiento térmico como una funcién de la temperatura para la molécula diana en cada uno de los
recipientes. Preferiblemente, se identifica la temperatura en el punto medio, T,,, de cada curva de desplegamiento
térmico y se compara entonces con la T,, de la curva de desplegamiento térmico obtenida para la molécula diana
en ausencia de cualquiera de las moléculas en los recipientes. Alternativamente, puede compararse una curva de
desplegamiento térmico completa con las otras curvas de desplegamiento térmico completas usando herramientas
analiticas informadticas.

Los métodos de la presente invencién que suponen determinar si las moléculas desplazan la curva de desplega-
miento térmico de una proteina son diferentes de los métodos que no suponen determinar si las moléculas desplazan la
curva de desplegamiento térmico de una proteina, tales como ensayos de susceptibilidad a la proteolisis, unién a la su-
perficie por una proteina, unién a anticuerpos de una proteina, unién a chaperonas moleculares de una proteina, unién
diferencial a un ligando inmovilizado y agregacién de proteinas. Tales ensayos son bien conocidos por los expertos
habituales en la técnica. Por ejemplo, véase la patente de los EE.UU. nimero 5.585.277; y la patente de los EE.UU.
nimero 5.679.582. Estos enfoques descritos en las patentes de los EE.UU. nimeros 5.585.277 y 5.679.582 suponen
comparar el grado de plegamiento y/o desplegamiento de la proteina en presencia y en ausencia de una molécula
que se estd probando para determinar su unién. Estos enfoques no suponen una determinacién de si cualquiera de las
moléculas que se unen a la proteina desplaza la curva de desplegamiento térmico de la proteina.

El término “clasificar funcionalmente proteinas™ se refiere a clasificar una proteina segin una funcién biolégica,
bioquimica, fisica o quimica, tal como la capacidad para hidrolizar un resto fosfato (una fosfatasa), para afiadir un
resto fosfato (una cinasa), etc. Las proteinas pueden clasificarse como teniendo una o més de numerosas funciones
diferentes, y los métodos de la presente invencién no se limitan a clasificar proteinas como fosfatasa, cinasas u otros
tipos de enzimas.

Los términos “multiplicidad de moléculas”, “multiplicidad de compuestos” o “multiplicidad de recipientes” se
refieren a al menos dos moléculas, compuestos o recipientes.

El término “subconjunto de moléculas” en una multiplicidad de moléculas diferentes se refiere a un conjunto de
moléculas mas pequefio que la multiplicidad de moléculas diferentes.

El término “multivariable” se refiere a mds de una variable experimental.

El término “seleccion” se refiere a la prueba de una multiplicidad de moléculas o compuestos para determinar su
capacidad para unirse a una molécula diana que puede desplegarse cuando se calienta. El procedimiento de seleccién
es un procedimiento repetitivo, o iterativo, en el que se prueban moléculas para determinar su unién a una proteina
en un ensayo de desplegamiento, y particularmente en un ensayo de desplazamiento térmico. Por ejemplo, si un
subconjunto de moléculas en una biblioteca de sondas funcionales que se selecciona para determinar la unién a una
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proteina no se unen, entonces se repite la seleccidon con otro subconjunto de moléculas. Si la biblioteca completa no
contiene ninguna molécula que se una a la proteina, entonces se repite la seleccion usando moléculas de otra biblioteca
de sondas funcionales.

Tal como se utiliza en el presente documento, una “seleccion de sondas funcionales” es una evaluacion (por ejem-
plo, un ensayo) de la capacidad de una multiplicidad de moléculas diferentes en una biblioteca de sondas funcionales
para unirse a la proteina diana y modificar la estabilidad de la proteina diana.

Tal como se utiliza en el presente documento, una “biblioteca de sondas funcionales” se refiere a una o mas
moléculas diferentes que se prueban para determinar su capacidad de unirse a una proteina diana y modificar la
estabilidad, y particularmente la estabilidad térmica, de la proteina en respuesta al desplegamiento (por ejemplo,
desplegamiento térmico). Realizando una prueba de estabilidad, y preferiblemente usando una tecnologia de ensayo
de desplazamiento térmico en microplaca, en la proteina en presencia de cada miembro de la biblioteca de sondas
funcionales, pueden incubarse los compuestos con la proteina diana individualmente y/o en grupos para determinar
qué ligandos se unen individualmente o en combinacién fuerte y especificamente a la proteina diana.

Una biblioteca de sondas funcionales puede ser cualquier clase de biblioteca de moléculas, incluyendo una biblio-
teca de proteinas, una biblioteca de subunidades de proteina, una biblioteca de péptidos, una biblioteca de vitaminas y
cofactores, una biblioteca de inhibidores enzimaticos, una biblioteca de dcidos nucleicos, una biblioteca de hidratos de
carbono, una biblioteca de farmacos genéricos, una biblioteca de productos naturales o una biblioteca combinatoria.
Para las moléculas en la biblioteca de sondas funcionales que se unen a la proteina diana, puede evaluarse el efecto
biolégico en ensayos in vitro € in vivo.

Si la biblioteca de sondas funcionales es una biblioteca combinatoria, entonces preferiblemente la es una biblioteca
combinatoria creada usando el sistema DirectedDiversity®. El sistema DirectedDiversity® se describe en la patente de
los EE.UU. 5.463.564.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “espectro de actividad” se refiere a la lista de compuestos
(es decir, ligandos) que se unen a la proteina diana y modifican la estabilidad (por ejemplo, la estabilidad térmica) de
la proteina diana, y las afinidades respectivas de los ligandos por la proteina diana. Los términos “perfil de unién de
sondas funcionales” y “espectro de actividad” son sindnimos. Una disminucién en la T,, sugiere que el compuesto o
molécula bloquea la unién de otra molécula que estabilizaria la proteina. Por ejemplo, si un quelante de metales dismi-
nuye la T,,, eso sugiere que la proteina se une a un metal (por ejemplo, una interaccion entre calcio y @-lactoalbiimina).
Sin un agente reductor disminuye la T,,, eso sugiere que la proteina contiene uno o mas enlaces disulfuro.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “lista del espectro de referencia funcional” se refiere
a una lista de clases de proteina diana (incluyendo referencias a bases de datos electrénicas apropiadas), ligandos
asociados, y constantes de unién correspondientes, que pueden usarse para clasificar funcionalmente una proteina
diana. Alternativamente, la lista del espectro de referencia funcional puede ser un conjunto de uno o mas espectros de
actividad para una o mds proteinas conocidas. Por tanto, un espectro de actividad para una proteina dada puede servir
como una “huella dactilar” para esa proteina y para la clase funcional de proteinas a la que pertenece la proteina.

Una “lista de referencia funcional” es una lista de proteinas que comparten una o mds caracteristicas comunes, tal
como la unién a un ligando particular, o que muestran una actividad comun.

Tal como se utiliza en el presente documento, un “comparador del espectro de actividad” es o bien un medio com-
putacional o bien grifico mediante el cual puede compararse el espectro de actividad, derivado de la observacién de los
efectos de la biblioteca de sondas funcionales sobre la proteina diana, con la lista del espectro de referencia funcional.
Por ejemplo el comparador del espectro de actividad puede ser software de hoja de célculo que estd facilmente dispo-
nible para los expertos habituales en la técnica. Por ejemplo, puede usarse Microsoft Excel (Microsoft, Inc., Redmont,
WA).

En muchos casos, puede asignarse provisionalmente una funcién de un gen a través de homologia a secuencias
de funcién conocida (una “hipétesis funcional” derivada de la homologia de secuencia). Puede emplearse el ensayo
de desplazamiento térmico para validar tal hipdtesis funcional, o para identificar la funcién correcta de una lista
de posibles funciones implicadas por la homologia de secuencia. Por ejemplo, hay proteinas que hidrolizan ATP y
convierten la energia de la hidrdlisis en energia mecanica, conocidas como “motores moleculares”. Estas proteinas
incluyen ADN y ARN helicasas, cinesinas, chaperoninas para replegar las proteinas, y los complejos proteicos en
la base de flagelos bacterianos. Estas proteinas comparten todas homologia de secuencia en el dominio de hidrdlisis
de ATP, mientras que sus otras funciones son diferentes. En una aplicacion de los métodos de la presente invencion,
la homologia de secuencia conocida para una parte de una diana proteica (por ejemplo, un dominio de ATPasa)
puede usarse para disefiar ensayos de desplazamiento térmico usando bibliotecas de sondas funcionales especiales
dirigidas a diferentes posibles funciones de la proteina diana (por ejemplo, bibliotecas que contienen moléculas para
determinar con sonda las actividades especiales de chaperoninas, helicasas, cinesinas y otros motores moleculares).
Alternativamente, puede identificarse una proteina diana por medio de homologia de secuencia como una tirosina
cinasa, y la presente invencion podria usarse entonces para seleccionar esta diana frente a una biblioteca de péptidos
que contiene muchos posibles sitios de fosforilacién de sustratos. Estos ejemplos ilustran que la presente invencion es
sumamente complementaria al procedimiento de asignar funcién usando la homologia de secuencia, porque la presente
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invencién puede usarse para confirmar, rechazar o elaborar las funciones hipotéticas indicadas por la homologia de
secuencia.

En consecuencia, en una realizacion la presente invencién proporciona también un método para clasificar funcio-
nalmente una proteina, método que comprende (a) seleccionar una o més de una multiplicidad de moléculas diferentes
que se sabe que se unen a una clase particular de proteinas para determinar su capacidad para modificar la estabilidad
de dicha proteina, en el que la modificacion de la estabilidad de la proteina indica que la molécula se une a la proteina,
(b) generar un espectro de actividad para la proteina procedente de la etapa de seleccion, en el que el espectro de
actividad refleja un subconjunto de moléculas, de la multiplicidad de moléculas diferentes, que modifican la estabili-
dad de dicha proteina, y (c) clasificar la proteina como un miembro de dicha clase de proteinas si la una o més de la
multiplicidad de moléculas diferentes modifican la estabilidad de la proteina.

Debe indicarse que el procedimiento anterior para elaborar o especificar la funcién de la proteina usando un en-
sayo de desplazamiento térmico también puede aplicarse a hipétesis funcionales generadas usando otros métodos de
asignacion de la funcién de una proteina (por ejemplo, estructuras tridimensionales de proteinas y dcidos nucleicos,
patrones de expresion celular de ARNm o una proteina codificada por un gen diana, y efectos fenotipicos de alterar un
gen diana para cambiar su funcién al nivel de organismo).

Ademads, usando los métodos de la presente invencion, puede evaluarse la unién de mas de un ligando a mas de
un sitio en una proteina, y clasificarse la proteina segin el subconjunto de moléculas que se unen a la proteina. Por
ejemplo, una proteina de funcién desconocida que se encuentra que se une a ADN y a adenosina trifosfato (ATP)
puede clasificarse como una proteina que afecta a la estructura de ADN. Por tanto, usando informacién referente a
la unién de multiples ligandos, puede restringirse el gran niimero de posibles clasificaciones de proteinas a s6lo unas
cuantas clasificaciones probables.

Ademads, usando los métodos de la presente invencion, puede seleccionarse una proteina de funcién desconocida
por una funcién adicional, previamente desconocida. Preferiblemente, se usa el ensayo de desplazamiento térmico en
microplaca para seleccionar la biblioteca de sondas funcionales de moléculas frente a las proteinas.

El término “funcién” se refiere a la funcidn bioldgica de una proteina, péptido o polipéptido. Por ejemplo una
cinasa es una proteina para la que su funcién es catalizar la adicién covalente de un grupo fosfato a otra proteina.

El término “molécula” se refiere al compuesto que se prueba para determinar su afinidad de unién por la molécula
diana. Este término engloba compuestos quimicos de cualquier estructura, incluyendo, pero sin limitarse a acidos
nucleicos, tales como ADN y ARN, y péptidos. Mas especificamente, el término “molécula” engloba compuestos en
una biblioteca de compuestos o combinatoria. Los términos “molécula” y “ligando” son sinénimos.

El término “poner en contacto una proteina diana” se refiere en términos generales a poner la proteina diana en
solucién con la molécula que va a seleccionarse por su unién. En términos menos generales, poner en contacto se
refiere a voltear, remover, agitar o hacer vibrar una solucién de la proteina diana y la molécula que va a seleccionarse
por su unién. Mds especificamente, poner en contacto se refiere a mezclar la proteina diana con la molécula que va a
seleccionarse por su unién. El mezclado puede conseguirse, por ejemplo, mediante captacién y descarga repetidas a
través de la punta de una pipeta. Preferiblemente, poner en contacto se refiere a equilibrar la unién entre la proteina
diana y la molécula que va a seleccionarse por su unién. La puesta en contacto puede producirse en el recipiente o
antes de que se sitien en el recipiente la proteina diana y la molécula que va a seleccionarse.

El término “recipiente” se refiere a cualquier recepticulo o cdmara en el que puedan situarse el receptor y la
molécula que va a seleccionarse por su unién. El término “recipiente” engloba tubos de reaccion (por ejemplo, tubos
de ensayo, microtubos, viales, etc.). Preferiblemente, el término “recipiente” se refiere a un pocillo en una placa de
microtitulacién o microplaca de mdltiples pocillos.

El término “muestra” se refiere al contenido de un recipiente.

Los términos “emision espectral”, “cambio térmico” y “cambio fisico” engloban la liberacién de energia en la
forma de luz o calor, la absorcién de energia en la forma de luz o calor, cambios en la turbidez y cambios en las
propiedades polares de la luz. Especificamente, los términos se refieren a la emision de fluorescencia, transferencia
de energia de fluorescencia, absorcién de luz ultravioleta o visible, cambios en las propiedades de polarizacién de la
luz, cambios en las propiedades de polarizacion de la emision de fluorescencia, cambios en la velocidad de cambio
de la fluorescencia con el tiempo (es decir, tiempo de vida de fluorescencia), cambios en la anisotropia de fluorescen-
cia, cambios en la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia, cambios en la turbidez y cambios en la
actividad enzimadtica. Preferiblemente, los términos se refieren a la fluorescencia, mds preferiblemente a la emision
de fluorescencia. La emisién de fluorescencia puede ser intrinseca a una proteina o puede deberse a una molécula
indicadora de fluorescencia. El uso de técnicas de fluorescencia para monitorizar el desplegamiento de la proteina se
conoce bien por los expertos habituales en la técnica. Por ejemplo, véase Eftink, M. R., Biophysical J., 66:482-501
(1994).

El término “desplegamiento” se refiere a la pérdida de estructura, tal como la ordenacién cristalina de las cadenas
laterales de aminodcidos, la estructura de la proteina secundaria, ternaria o cuaternaria.
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El término “plegar”, “replegar” y “renaturalizar” se refieren a la adquisicién de la ordenacién de las cadenas
laterales de amino4cidos, la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria, correctas de una proteina, que proporciona
la funcién quimica y bioldgica completa de la biomolécula.

El término “proteina desnaturalizada” se refiere a una proteina que se ha tratado para eliminar la ordenacién de
las cadenas laterales de aminodcidos, la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria nativas. El término “proteina
nativa” se refiere a una proteina que tiene el grado de ordenacidn de las cadenas laterales de aminoécidos, la estructura
secundaria, terciaria o cuaternaria que dota a la proteina con funcién quimica y biolégica completa. Una proteina
nativa es una que no se ha calentado y no se ha tratado con agentes de desplegamiento o productos quimicos tales
como la urea.

Tal como se utiliza en el presente documento, los términos “proteina” y “polipéptido” son sinénimos.

Una “curva de desplegamiento” es una representacion del cambio fisico asociado con el desplegamiento de una
proteina como una funcién de la temperatura, concentracién de desnaturalizante, presion, etc. Una “curva de desna-
turalizacién” es una representacién del cambio fisico asociado con la desnaturalizacién de una proteina o un acido
nucleico como una funcién de la temperatura, concentracién de desnaturalizante, presion, etc.

Una “curva de desplegamiento térmico” es una representacion del cambio fisico asociado con la desnaturalizacion
de una proteina o un 4cido nucleico como una funcién de la temperatura. Véase, por ejemplo, Davidson et al., Nature
Structure Biology 2:859 (1995); y Clegg, R. M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:2994-2998 (1993).

El término “desplazamiento en la curva de desplegamiento térmico” se refiere a un desplazamiento en la curva
de desplegamiento térmico para una proteina que estd unida a un ligando, con respecto a la curva de desplegamiento
térmico de la proteina en ausencia del ligando.

El término “modificacién de la estabilidad” se refiere al cambio en la cantidad de presidn, la cantidad de calor, la
concentracion de detergente o la concentracién de desnaturalizante que se requiere para producir un grado dado de
cambio fisico en una proteina diana que estd unida por uno o més ligandos, con respecto a la cantidad de presion, la
cantidad de calor, la concentracién de detergente o la concentracién de desnaturalizante que se requiere para producir el
mismo grado de cambio fisico en la proteina diana en ausencia de cualquier ligando. La modificacién de la estabilidad
puede presentarse como un aumento o una disminucién en la estabilidad. La modificacién de la estabilidad de una
proteina por un ligando indica que el ligando se une a la proteina. La modificacién de la estabilidad de una proteina
por mas de un ligando indica que los ligandos se unen a la proteina.

El término “modificacion de la estabilidad térmica” se refiere al cambio en la cantidad de energia térmica que se
requiere para producir un grado dado de cambio fisico en una proteina diana que estd unida por uno o mas ligandos,
con respecto a la ausencia de cualquier ligando. La modificacion de la estabilidad térmica puede presentarse como un
aumento o una disminucidn en la estabilidad térmica. La modificacién de la estabilidad térmica de una proteina por un
ligando indica que el ligando se une a la proteina. La modificacién de la estabilidad térmica de una proteina por mas
de un ligando indica que los ligandos se unen a la proteina.

La “temperatura del punto medio, T,,” es el punto medio de la temperatura de una curva de desplegamiento térmico.
La T,, puede determinarse ficilmente usando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por
ejemplo, Weber, P. C. ef al., J. Am. Chem. Soc. 116:2717-2724 (1994) y Clegg, R. M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 90:2994-2998 (1993).

Tal como se trat6 anteriormente, es preferible determinar el efecto de una o mas moléculas sobre la estabilidad
térmica de una proteina diana segtin un cambio en la T,, de la curva de desplegamiento térmico para la proteina.
Alternativamente, puede determinarse el efecto de una o mas moléculas sobre la estabilidad térmica de una proteina
diana segtin el cambio en la curva de desplegamiento térmico completa para la proteina diana.

El término “molécula de sonda de fluorescencia” se refiere a un fluor6foro extrinseco, que es una molécula o
un compuesto fluorescente que puede asociarse con un receptor desplegado o desnaturalizado vy, tras la excitacién
mediante luz de una longitud de onda definida, emite energia de fluorescencia. El término molécula de sonda de fluo-
rescencia engloba todos los fluoréforos. Mds especificamente, para las proteinas, el término engloba fluoréforos tales
como tioinosina, y N-etenoadenosina, formicina, dansilo, derivados de dansilo, derivados de fluoresceina, 6-propio-
nil-2-(dimetilamino)-naftaleno (PRODAN), 2-anilinonaftaleno y derivados de N-arilamino-naftaleno-sulfonato tales
como 1-anilinonaftaleno-8-sulfonato (1,8-ANS), 2-anilinonaftaleno-6-sulfonato (2,6-ANS), 2-amino-naftaleno-6-sul-
fonato, N,N-dimetil-2-aminonaftaleno-6-sulfonato, N-fenil-2- aminonaftaleno, N-ciclohexil-2-aminonaftaleno-6-sul-
fonato, N-fenil-2-amino-naftaleno-6-sulfonato, N-fenil-N-metil-2-aminonaftaleno-6-sulfonato, N-(o-toluil)-2-amino-
naftaleno-6-sulfonato, N-(m-toluil)-2-amino-naftaleno-6-sulfonato, N-(p-toluil)-2-aminonaftaleno-6-sulfonato, 4cido
2-(p-toluidinil)-naftaleno-6-sulfénico (2,6-TNS), 4-(dicianovinil)julolidina (DCVJ), 6-dodecanoil-2-dimetilaminonaf-
taleno (LAURDAN), cloruro de 6-hexadecanoil-2-(((2-(trimetilamonio)etil)metil)-amino)naftaleno (PATMAN), rojo
Nilo, N-fenil-1-naftilamina, 1,1-diciano-2-[6-(dimetilamino)naftalen-2-il]propeno (DDNP), dcido 4,4’-dianilino-1,1-
binaftil-5,5-disulfénico (bis-ANS), y colorantes derivados de 5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol, vendidos
con la marca comercial DAPOXYL™ (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR), incluyendo los colorantes de 5-(4”-di-
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metilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol proporcionados en Diwu, Z. et al., Photochemistry and Photobiology 66(4):424-
431 (1997), y en BioProbes 25: pags. 8-9, Molecular Probes, Inc., Eugene, OR (1997).

Ejemplos de colorantes derivados de 5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol, y el nimero de catdlogo corres-
pondiente de Molecular Probes, incluyen butilsulfonamida de 5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol (D-12801),
5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol-(2-aminoetil)sulfonamida (D-10460), butilsulfonamida de 5-(4”-dimeti-
laminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol (D-12801), acido 5-(4”’-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol-3-sulfonamidofenilbo-
ronico (D-10402), sal sddica del acido 5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol sulfénico (D-12800), sulfonil-
hidrazina de 5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol (D-10430), 5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol-(2-
bromoacetamidoetil)sulfonamida (D-10300), 5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol-2-(3-(2-piridilditio)propio-
namidoetil)sulfonamida (D-10301), cloruro de 5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazolsulfonilo (D-10160), succi-
nimidil éster del 4cido 5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol-3-sulfonamidopropiénico (D-10162), succinimidil
éster del acido 5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazolcarboxilico (D-10161).

Preferiblemente, el término “molécula de sonda de fluorescencia” se refiere a 1,8-ANS o 2,6-TNS, y colorantes
derivados de 5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol, vendidos bajo la marca comercial de DAPOXYL™, tales
como los proporcionados en Diwu, Z. et al., Photochemistry and Photobiology 66(4):424-431 (1997). Todavia mas
preferiblemente, el término se refiere a colorantes derivados de 5-(4”-dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol, vendidos
bajo la marca comercial de DAPOXYL™, tales como los proporcionados en Diwu, Z. et al., Photochemistry and
Photobiology 66(4):424-431 (1997). Lo mas preferiblemente, el término se refiere a la sal sédica del acido 5-(4”-
dimetilaminofenil)-2-(4’-fenil)oxazol sulfénico (D-12800).

El término “soporte” engloba una plataforma u otro objeto, de cualquier forma, que por si mismo puede soportar
al menos dos recipientes. El soporte puede componerse de cualquier material, incluyendo, pero sin limitarse a vidrio,
plastico o metal. Preferiblemente, el soporte es una microplaca de multiples pocillos. Los términos microplaca y placa
de microtitulacién son sinénimos. El soporte puede retirarse del elemento de calefaccion. En la presente invencion, se
usa una pluralidad de soportes. Cada soporte alberga una pluralidad de recipientes.

Los términos “medicién espectral” y “medicidn espectrofotométrica” son sinénimos y se refieren a mediciones
de cambios en la absorcion de luz. Las mediciones de turbidez, mediciones de absorcion de luz visible y mediciones
de absorcion de luz ultravioleta son ejemplos de mediciones espectrales. La medicion de la fluorescencia intrinseca
de una proteina diana, y la fluorescencia de un fluor6foro extrinseco que se compleja con o une a una proteina diana
también son ejemplos de medicién espectral y medicion espectrofotométrica.

El término “medicidn polarimétrica” se refiere a mediciones de cambios en las propiedades de polarizacién de
la luz y emisién de fluorescencia. El dicroismo circular y la rotacién optica son ejemplos de propiedades de polari-
zacion de la luz que pueden medirse polarimétricamente. Las mediciones de dicroismo circular y rotacién dptica se
toman usando un espectropolarimetro. Las mediciones “no polarimétricas” son aquellas que no se obtienen usando un
espectropolarimetro.

El conocimiento de la funcién celular y/o bioldgica de las proteinas puede ser una baza valiosa en el descubrimiento
de farmacos, en el que puede ser ttil en el desarrollo de una comprension detallada de la hipdtesis terapéutica para la
funcién del farmaco, en el disefio de estrategias especificas para el disefio de formacos y en revelar posibles efectos
secundarios de los farmacos.

Existen decenas de miles de enzimas y receptores diferentes que constituyen potenciales dianas farmacolégicas, y
constantemente se estdn descubriendo mds a través de estudios de secuenciacion del genoma. Estas proteinas y recep-
tores celulares tienen funciones especificas en el sistema bioldgico, que estdn definidas practicamente por los ligandos
moleculares con los que forman interacciones especificas. Las interacciones tipicas que tienen importancia funcio-
nal incluyen interacciones de enzimas con ligandos moleculares como sustratos o andlogos de sustratos, cofactores,
dominios adaptadores, dcidos nucleicos, etc. e interacciones de receptores con ligandos especificos, otros receptores,
componentes estructurales de la superficie celular, dcidos nucleicos, polisacaridos, etc.

Aunque es posible ampliamente aislar, o clonar y expresar proteinas que son supuestas dianas farmacoldgicas, en
muchos casos no habrd una base de conocimiento funcional sobre la proteina que pueda ayudar en fases subsiguientes
del procedimiento de descubrimiento de fairmacos. Sin embargo, una fraccién sustancial de las moléculas de proteina
conocidas entran en clases mecanisticas que comparten importantes caracteristicas, incluyendo su capacidad para unir-
se a tipos especificos de ligandos moleculares, incluyendo cofactores enzimaticos, sustratos enzimaticos o anilogos de
sustratos, etc. En consecuencia, es posible clasificar muchas proteinas de funcién desconocida por lo demds, mediante
su capacidad para unirse especificamente a diversas clases de ligandos, ya sean solos o en combinacién.

Cuando una proteina se une a un ligando biolégico de manera funcionalmente significativa, existe un efecto sobre el
estado fisico de la proteina que se refleja en su estabilidad con respecto al estado sin ligando. En consecuencia, puede
clasificarse funcionalmente una proteina de funcién desconocida previamente incubdndola con un panel de sondas
de ligandos y cofactores bioldgicos (una biblioteca de sondas funcionales) y midiendo qué ligandos tiene efectos
sobre la estabilidad de la proteina. Alternativamente, puede determinarse una funcién desconocida previamente de una
proteina de funcién conocida previamente incubdndola con una panel de sondas de ligandos y cofactores bioldgicos
(una biblioteca de sondas funcionales) y midiendo qué ligandos tiene efectos sobre la estabilidad de la proteina.
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Tal como se ha establecido a partir de estudios termodindmicos de interacciones proteina-ligando, cuando se aso-
cian dos moléculas para formar un complejo de interaccién favorable y especifico, las interacciones de unién se
asocian con una reduccién en la energia libre total del complejo y una estabilizacién neta del complejo proteina-li-
gando con respecto a la proteina sin ligando. En términos pricticos, esto significa que cuando una enzima o receptor
interacciona con sus cofactores especificos, o andlogos de cofactores, la enzima o receptor se estabilizard mediante las
interacciones. Sin embargo, es posible que puedan existir situaciones especiales en la que la unidn al ligando puede
desestabilizar la proteina diana. Por ejemplo, algunas proteinas contienen mds de un dominio o sitio alostérico a los
que pueden unirse uno o mas ligandos.

Vision general de los métodos de la presente invencion
Los métodos de la presente invencion, asi como otra informacién, se representan en las figuras 1A'y 1B.
A. Identificacion de un supuesto gen diana

Las proteinas diana son proteinas para las que la unién a un farmaco puede tener potencial terapéutico y cuya
caracterizacioén funcional puede ser 1itil en el procedimiento de descubrimiento de fairmacos. Se identifican muchos
genes que son dianas potenciales para la intervencion terapéutica a través de una correlacién fenomenoldgica que rela-
ciona un defecto genético con un estado patolégico (por ejemplo, cuando se correlaciona una enfermedad hereditaria
con un defecto genético en una enzima o receptor especifico) o a través de diferencias en los patrones de expresion de
proteinas en tejidos enfermos frente a normales.

En muchos casos, es posible determinar alguna “funcién” de un producto génico a través de la homologia de se-
cuencia con una proteina homéloga sobre la que se conocen datos funcionales o estructurales. Sin embargo, en una
fraccion sustancial de casos, la homologia de secuencia puede no ser suficiente para establecer relaciones funcionales,
y se necesita un medio alternativo para establecer la funcién de manera que pueda facilitar directamente el procedi-
miento de descubrimiento de farmacos.

B. Clonar y expresar la proteina

Para practicar los métodos de la presente invencion, es necesario obtener la proteina diana en cantidades suficientes
para un ensayo bioldgico. Las proteinas que son posibles nuevas dianas farmacoldgicas y/o requieren caracterizacién
funcional pueden aislarse directamente de una fuente natural usando una variedad de procedimientos de aislamiento
bioquimico establecidos.

La disponibilidad de secuencias génicas completas a partir de datos de secuencias del genoma facilita la clonacién
y expresion de dianas proteicas identificadas a través de métodos gendmicos. Por ejemplo, la secuencia de ADN diana
conocida puede usarse para disefiar sondas de oligonucleétidos para seleccionar clones de ADNc de longitud completa
que contienen el ADNc completo que codifica para el gen de interés de una biblioteca representativa de muchos de
tales clones de ADNc. En otro ejemplo, la secuencia de ADN diana conocida puede usarse para disefiar cebadores de
PCR para la amplificacién y clonacién selectivas del gen de interés a partir del ADN gendmico total. Estos y otros
métodos para la clonacién y expresion de alto rendimiento son bien conocidos por los expertos habituales en la técnica.
Por tanto, los datos de secuencias génicas de longitud completa proporcionan automiticamente los medios directos
para la produccién en paralelo, de alto rendimiento de dianas proteicas, una primera etapa necesaria en cualquier
estrategia de seleccion funcional de alto rendimiento, basada en moléculas.

C. Seleccion de estabilidad térmica

Con el fin de realizar un ensayo de desplazamiento térmico en microplaca, es necesario determinar las condiciones
de ensayo que son 6ptimas para llevar a cabo el ensayo. Las proteinas son polimeros lineales de aminodcidos que se
pliegan espontdneamente en estructuras tridimensionales, sumamente organizadas, estables. La actividad y las funcio-
nes biolégicas de una proteina diana, incluyendo practicamente todas las propiedades cataliticas y de unién especificas
que caracterizan la proteina, dependen de su estructura tridimensional.

Practicamente todos los dominios proteicos activos, plegados se comportan térmicamente como cristales organicos
que se funden con una transicién de fase de pseudoprimer orden, bien definida, cooperativa: es decir, se funden a un
estado similar a un liquido orgéanico, parcialmente desordenado, con una temperatura de fusién (T,,) bien definida que
refleja la energia libre de estabilizacion de la estructura tridimensional de la proteina en las condiciones de disolvente
experimentales. La tecnologia de desplazamiento térmico en microplaca usa colorantes fluorescentes sensibles al en-
torno para detectar sensiblemente el proceso de desplegamiento térmico y para monitorizar directamente los efectos
sobre la estabilidad de la proteina que surgen de las perturbaciones del entorno de disolvente o a través de la unién de
ligandos a la proteina.

La estabilidad del estado plegado tridimensional de una proteina puede perturbarse potencialmente de varias mane-
ras. Una manera es alterar el entorno de disolvente acuoso en el que las moléculas de proteina se pliegan inicialmente
a partir de un polimero desorganizado en el estado organizado de manera tridimensional. Cambiando las propiedades
de disolvente en masa alrededor de la proteina, puede alterarse la estabilidad del estado plegado con respecto a la
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estabilidad del estado desplegado. Esto puede proporcionar una estrategia ttil para hallar condiciones Optimas para
medir la unién de ligandos y es el principio subyacente a la seleccién de estabilidad.

D. Seleccion de optimizacion del ensayo de desplazamiento térmico en microplaca

La seleccion de optimizacion del ensayo es un conjunto de condiciones de disolvente y colorantes fluorescentes
que se usan con la proteina diana para determinar las condiciones éptimas para realizar el ensayo de desplazamiento
térmico en microplaca. La proteina se somete a una variedad de condiciones en solucién y/o a colorantes fluorescentes
con el fin de evaluar el comportamiento de la proteina y/o la lectura del ensayo.

Ejemplos de variaciones en las condiciones podrian incluir la adicién de disolventes orgdnicos, variaciones en
el pH, sales, etc. que tienen el potencial de alterar la estabilidad relativa de los estados plegado y desplegado de la
proteina. Ejemplos en las variaciones en los colorantes podrian incluir aquellas cuyas diferencias en la carga, polaridad,
longitud de onda de excitacién, longitud de onda de emisidn, intensidad de la sefial de fondo u otras propiedades
ofrecen ventajas en la precisién de la medicién, miniaturizacién u optimizacién de la sefial con respecto al ruido en
condiciones de ensayo especificas. La optimizacion de las condiciones que facilitan la seleccién de estabilidad es un
proceso empirico y puede practicarse facilmente por un experto habitual en la técnica.

E. Biblioteca de sondas funcionales

Una fraccion sustancial de moléculas de proteina que pueden servir como potenciales dianas farmacoldgicas entran
en clases mecanisticas que comparten importantes caracteristicas. Por ejemplo, muchas enzimas usan ATP como
cofactor energético, otras usan nucledtidos de piridina como cofactores, algunas usan ambos como cofactores, etc.

Examinando la bibliografia cientifica o a través de medios experimentales, es posible compilar un conjunto de
sustratos enzimaticos, andlogos de sustratos, cofactores, dominios de proteinas adaptadoras, andlogos de dcidos nu-
cleicos, polisacaridos, dcidos grasos, dcidos nucleicos, péptidos efectores u otras moléculas que se ha determinado
que se unen especificamente a una clase definida de moléculas de proteina, o en las que se ha adjuntado significacién
funcional a la unién fuerte a una clase de moléculas conocida funcionalmente.

Tal como se utiliza en el presente documento, una “biblioteca de sondas funcionales” se refiere a una o mas molé-
culas diferentes que se prueban para determinar su capacidad para unirse a una proteina diana y modificar la estabilidad
térmica de la proteina en respuesta al desplegamiento térmico. Realizando una prueba de estabilidad térmica (prefe-
riblemente usando la tecnologia de ensayo de desplazamiento térmico en microplaca) en la proteina en presencia de
cada miembro de la biblioteca de sondas funcionales, pueden incubarse los compuestos con la proteina diana indivi-
dualmente o en grupos para determinar qué ligandos se unen individualmente o en grupos fuerte y especificamente a
la proteina diana.

Ejemplos de moléculas que pueden comprender una biblioteca de sondas funcionales, incluyen, pero no se limitan
a los siguientes.

1. Vitaminas y coenzimas
NADH/NAD, NADPH/NADP, ATP/ADP, ATP-y-S, acetil-CoA, biotina, S-adenosil-metionina, tiamina pirofosfa-
to (TPP), oligosacdridos sulfatados, oligosacaridos de tipo heparina, GTP, GTP-y-S, gamma-S, piridoxal-5-fosfato,
flavina mononucleétido (FMN), flavina-adenina dinucledtido (FAD), acido félico, acido tetrahidrofélico, metotrexa-
to, vitamina K, sal de succinato de vitamina E, vitamina D5, 25-hidroxi-vitamina D;, 1-a-25-hidroxi-vitamina Dj,
vitamina B ,, vitamina C, vitamina Bg, coenzima A, n-butiril-coenzima A, dcido transretinoico y hemo.
2. Grupos funcionales de residuos de aminodcidos y sus miméticos
Elementos estructurales:
Grupos guanidino
Grupos imidazol
Grupos fenilo
Grupos fendlicos
Grupos indol

Cadenas alifaticas

Derivados bloqueados y aminoacidos individuales
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Dominios SH,, dominios SH3, dominios de plextrina, etc.

Péptidos bioactivos

Lectinas

3. Quelantes de metales

Quelantes de calcio (Calbiochem, San Diego, CA) Quelantes de hierro

4. Iones metdlicos
Metales de transicion

Calcio, magnesio

5. Hidratos de carbono
Elementos estructurales
Glucosa
Galactosa

Xilosa

Biomoléculas de orden superior:

Celulosa
Almidén
Fructosa
Manosa

Sacarosa

Lactosa

Hidratos de carbono bioactivos (disponibles de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)

6. Acidos nucleicos
Elementos estructurales:
Uracilo

Timidina
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Citosina
Adenina
Guanina

Estructuras de orden superior:
Oligonucleétidos
Acido desoxirribonucleico (ADN)
Acido ribonucleico (ARN).

Los métodos de la presente invencion también pueden usarse para seleccionar proteinas frente a bibliotecas de
dcidos nucleicos sintéticos y que se producen de manera natural (por ejemplo, oligonucleétidos) para tratar con sonda
diferentes clases de proteinas de unién a dcidos nucleicos. Por ejemplo, existen muchas proteinas de unién a ADN
que pueden identificarse por su capacidad para unirse a clases particulares de secuencias de ADN. Pueden adquirirse
o sintetizarse bibliotecas grandes que contienen muchas secuencias de 4cidos nucleicos diferentes (por ejemplo, los
4096 posibles hexdmeros sintéticos diferentes). A altas concentraciones, puede detectarse todo o parte del sitio de
unidn relacionado de proteinas de unién a dcidos nucleicos especifica del sitio. En el caso de que una proteina parezca
unirse a varias secuencias diferentes, los sitios de unién pueden reconstruirse sintetizando diversas combinaciones de
secuencias de 4cido nucleico, y luego puede usarse el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca, u otro ensayo,
para medir las afinidades de unién.

Hay muchas proteinas de unién a ADN que pueden identificarse por su capacidad para unirse a clases particulares
de secuencias de ADN con menor especificidad. Por ejemplo, se conoce bien que algunos factores de transcripcion se
unen a una variedad de secuencias ricas en A/T con preferencia a secuencias ricas en G/C. Se sabe que las telomerasas
reconocen secuencias ricas en G/C. Se sabe que las helicasas se unen a fragmentos cortos de ADN monocatenario
con baja especificidad. Una biblioteca més pequefia, mds genérica podria contener los siguientes componentes para
detectar estas y otras proteinas de unién a ADN:

- regiones ricas en AT:

d(T)3/d(A)s
d(ATAT)s/d(TATA)s
d(AAAT)s/d(TTTA)s
d(AAATT)e/d(TTTAA)
d(AAATTT)s/d(TTTAAA)s

d(AAAATTTT),/d(TTTTAAAA),

- regiones ricas en GC:
d(C)3,/d(G)s,
d(GCGC)/d(CGCG)s
d(GGGCCC)x/d(CCCGGG)s
d(GGGGCCCC),/d(CCCCGGGAG),

- otras
d(CA);3,/d(GT)3,
d(CT);,/d(GA)s,
d(AG);3,/d(TC)s,
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- Componentes monocatenarios de las secuencias de diplex anteriores

- d(T)4/d(A)y (un ejemplo de un fragmento que contiene tanto ADN monocatenario como duiplex)
5 - ADN cromosémico humano fragmentado

- “amplificacién del genoma completo” aplicada a diferentes cromosomas humanos

- ADN de esperma de salmén fragmentado

o - ADN microbiano fragmentado
- ADN de plasmido superenrollado
15 )— productos de amplificaciéon por PCR de regiones cromosémicas especificas (por ejemplo, telémeros y centrome-
ros
- Otros sitios de reconocimiento conocidos para la transcripcion, procesamiento de ARN, transposicion.
20
7. Lipidos
Elementos estructurales:
25 Colina
Acido fosférico
Glicerol
30 )
Acido palmitico
Acido oleico
35 Colesterol
Estructuras de orden superior:
Fosfatidilcolina
40
8. Inhibidores enzimdticos
Inhibidores de proteasas (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
® PMSF
Leupeptina
50 Pepstatina A
Bestatina
Péptido aldehido cistatina (inhibidores de cisteina proteasas)
> Inhibidores de proteinas tirosina cinasas (Calbiochem, San Diego, CA)
Inhibidores de proteinas fosfatasas (Calbiochem, San Diego, CA)
60 Inhibidores de proteinas cinasas (Calbiochem, San Diego, CA)
Activadores de proteinas cinasas (Calbiochem, San Diego, CA)
Inhibidores de fosfodiesterasa (Calbiochem, San Diego, CA)
65

Inhibidores de fosfolipasa

Andlogos de estado de transicion.
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De manera similar, podrian identificarse metaloproteasas de zinc, tales como la enzima convertidora de angiotensi-
na, y carboxipeptidasa, (a) mediante desestabilizacion con EDTA u ortofenantrolina (quelacién de Zn**) y (b) mediante
estabilizacion en presencia de hidroxamatos y fosforamidatos que imitan el estado de transicidn para la hidrdlisis de
enlaces peptidicos catalizada por Zn**.

La biblioteca de sondas funcionales también puede incluir compuestos esteroideos, hormonas aminicas y com-
puestos alcaloides.

La biblioteca de sondas funcionales puede ser una biblioteca de farmacos genéricos. Alternativamente, la biblioteca
de sondas funcionales puede ser una biblioteca de productos naturales. Por ejemplo, véase la Encyclopedia of Common
Natural Ingredients Used in Foods, Drugs and Cosmetics (Enciclopedia de componentes naturales comunes usados en
alimentos, fAirmacos y cosméticos), 2* edicién, Leung y Foster, eds., Wiley Interscience (1996).

F. Seleccion de la sonda funcional

Con el fin de optimizar las condiciones que modifican la estabilidad de la proteina, otra manera para afectar a la
estabilidad de una proteina plegada es unir especificamente moléculas al estado plegado o desplegado de la proteina.
Dado que practicamente todas las proteinas biol6gicamente activas se pliegan con estructuras tridimensionales orga-
nizadas, la mayor parte del interés acompafia a las moléculas de ligando que se unen a y estabilizan el estado plegado
de una proteina.

Tal como se traté anteriormente, una seleccién de sonda funcional es un ensayo de la capacidad de una multipli-
cidad de moléculas diferentes en la biblioteca de sondas funcionales para unirse a la proteina diana y modificar la
estabilidad de la proteina diana en respuesta al desplegamiento térmico. Usando la tecnologia, puede medirse direc-
tamente la afinidad de unién de un ligando de molécula pequefia o grande a una proteina diana a través de su efecto
sobre la temperatura del punto medio de desplegamiento T, (o perfil de desplegamiento térmico) de la proteina. Para
moléculas que se unen al estado plegado de la proteina, que incluyen la mayor parte de los ligandos de interés biol6-
gico, existe una relacion cuantitativa entre la afinidad de unién del ligando y el grado hasta el que se desplazala T,, de
la proteina en el estado con ligando con respecto a la T,, de la proteina en el estado sin ligando.

La mayoria de proteinas tienen funciones que se reflejan por su capacidad para unirse a ligandos de molécula pe-
quefia o grande con alta especificidad y alta afinidad. Muchas proteinas pertenecen a clases funcionales (por ejemplo,
cinasas, fosfatasas, oxidorreductasas dependientes de piridina nucleétido, etc.) que se unen a cofactores especificos o
catalizan reacciones especificas usando un conjunto limitado de mecanismos cataliticos. En consecuencia, las molécu-
las en una clase funcional dada como las cinasas, que usan ATP como cofactor, se unirdn generalmente a un andlogo de
cofactor de ATP no hidrolizable como AMPPNP, una propiedad que serd detectable usando los métodos de la presente
invencion.

Ademds, muchas proteinas se unirdn a una combinacion de ligandos o producirdn multiples conjuntos de interac-
ciones con dominios adaptadores biolégicos. Hasta el grado en que estas interacciones sean independientes, general-
mente producirdn perturbaciones aditivas sobre la estabilidad de la forma sin ligando de la proteina.

Cuando una proteina se ha asignado provisionalmente a una clase de proteinas particular, puede volverse a selec-
cionar la proteina usando una biblioteca de compuestos o0 moléculas que se sabe que se unen a esa clase de proteinas.

G. Espectro de actividad

Tras realizar una prueba de estabilidad térmica (preferiblemente usando una tecnologia de ensayo de desplaza-
miento térmico en microplaca) en la proteina en presencia de cada miembro de la biblioteca de sondas funcionales,
puede determinarse qué ligandos se unirdn fuerte y especificamente a la proteina diana y modificaran la estabilidad
térmica de la proteina diana. La lista de compuestos (es decir, ligandos) que se unen a la proteina diana y modifican la
estabilidad térmica de la proteina diana, y las respectivas afinidades de los ligandos por la proteina diana comprenden
el espectro de actividad de la proteina diana.

H. Lista de espectro de referencia funcional

Tal como se traté anteriormente, una “lista de espectro de referencia funcional” es una lista de clases de proteina
diana (incluyendo referencias a bases de datos electrénicas apropiadas), ligandos asociados, y constantes de unién
correspondientes, que pueden usarse para clasificar funcionalmente una proteina diana. Alternativamente, la lista de
espectro de referencia funcional puede ser un conjunto de uno o més espectros de actividad para una o més proteinas
conocidas.

Tal como se tratd anteriormente, una “lista de referencia funcional” es una lista de proteinas que comparten una
0 mas caracteristicas comunes, tal como la unién a un ligando particular, o que muestran una actividad comin. En la
tabla 1, se facilita un ejemplo de una lista de referencia funcional. Las caracteristicas compartidas por las proteinas
enumeradas en la tabla 1 es que se unen a NAD y muestran actividad deshidrogenasa. La lista de proteinas en la tabla
1 ilustra cémo puede discriminarse una clase funcionalmente relacionada de proteinas segtin su capacidad para unirse
a diferentes conjuntos de ligandos. Por ejemplo, una proteina que se une a nicotinamida adenina dinucledtido (NAD),
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NADPH o NADH, y malato, tal como se muestra por la capacidad de estos compuestos para modificar la estabilidad
térmica de la proteina, podria clasificarse como malato deshidrogenasa. Como otro ejemplo, una proteina para la que
se modifica la estabilidad térmica mediante etanol y NAD podria clasificarse como una alcohol deshidrogenasa.

TABLA 1

Lista de referencia funcional
Aldehido deshidrogenasa de clase 3

d-alcohol deshidrogenasa humana

o-hidroxiesteroide deshidrogenasa

Malato deshidrogenasa

Alcohol deshidrogenasa hepética equina
Alcohol deshidrogenasa
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
fB-alcohol deshidrogenasa humana
Dihidropteridina reductasa
D-2-hidroxiisocaproato deshidrogenasa
Enoil-ACP reductasa de Brassica napus
7-o-hidroxiesteroide deshidrogenasa
Holo-D-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Glutatién reductasa
D-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Glutation reductasa

3-isopropilmalato deshidrogenasa
(3-3-alcohol deshidrogenasa humana
Isocitrato deshidrogenasa

Alcohol deshidrogenasa hepatica equina
Lactato deshidrogenasa M4
Dihidrolipoamida deshidrogenasa
Udp-Gal 4-epimerasa

D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa
xx-alcohol deshidrogenasa hepatica equina
Alfa-20-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
L-lactato deshidrogenasa

NADH peroxidasa

1. Comparador del espectro de actividad

Tal como se utiliza en el presente documento, un “comparador del espectro de actividad” es un medio computacio-
nal o grafico mediante el cual puede compararse el espectro de actividad, derivado de la observacién de los efectos de
la biblioteca de sondas funcionales sobre la proteina diana, con la lista de espectro de referencia funcional. Por ejem-
plo, el comparador del espectro de actividad puede ser un software de hoja de calculo que estd facilmente disponible
para los expertos habituales en la técnica. Por ejemplo, puede usarse Microsoft Excel (Microsoft Inc., Redmond, WA).

J. Clasificacion funcional

En los métodos de la presente invencion, la funcién de la proteina estd indicada por el patrén de ligandos que se
unen a la proteina. Usando el comparador del espectro de actividad para comparar el espectro de actividad de la diana
observada con la lista de espectro de referencia funcional, la proteina diana puede clasificarse funcionalmente segtin
los datos relacionales obtenidos para proteinas conocidas. Por ejemplo, la proteina puede clasificarse segun el conjunto
de ligandos que estabilizan la proteina frente al desplegamiento térmico.
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Por tanto, comparando una representacién del grado en el que cada una de una multiplicidad de moléculas o
compuestos modifican la estabilidad térmica de una proteina (y por tanto, se unen a la proteina) con una representacién
del grado en el que las mismas moléculas modifican la estabilidad térmica de una proteina conocida (y por tanto, se
unen a la proteina), puede deducirse la clase de proteinas a la que pertenece la proteina.

Alternativamente, la proteina puede clasificarse comparando el espectro de actividad de la proteina diana con los
espectros de actividad de proteinas conocidas, clasificadas. Por ejemplo, pueden consultarse bases de datos tales como
PDR en la red, Medline, SciFinder, STNExpress, bases de datos internas, NAPRALERT en la red, la Encyclopedia of
Common Natural Ingredients Used in Foods, Drugs and Cosmetics, 2°* edicion, Leung y Foster, eds., Wiley Interscience
(1996) y el Handbook of Enzyme Inhibitors, parte A y B, 2* edicién, Ellner, ed., ECH (1990).

El ensayo de desplazamiento térmico en microplaca y aparato

En principio, cualquier medio de medicion de los efectos de incubar una proteina en presencia de un panel de ligan-
dos sonda para determinar qué ligandos sonda pueden afectar a la estabilidad de la proteina diana bastard como medio
para clasificar funcionalmente proteinas. Preferiblemente, se usa el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca
para determinar el efecto de una o mas moléculas o ligandos sobre la estabilidad térmica de una proteina diana. El
ensayo de desplazamiento térmico en microplaca es una tecnologia directa y cuantitativa para someter a ensayo el
efecto de una o mas moléculas sobre la estabilidad térmica de una proteina diana.

El ensayo de desplazamiento térmico se basa en el cambio dependiente de ligando en la curva de desplegamiento
térmico de un receptor, tal como una proteina o un acido nucleico. Cuando se calienta en un intervalo de temperaturas,
un receptor se desplegard. Representando el grado de desplegamiento como una funcién de la temperatura, se obtiene
una curva de desplegamiento térmico para el receptor. Un punto de referencia util en la curva de desplegamiento
térmico es el punto medio de la temperatura (T,,), la temperatura a la cual la mitad de las moléculas del receptor estdn
desplegadas.

Los ensayos de desplazamiento térmico se basan en el cambio dependiente de ligando en el punto medio para las
curvas de desplegamiento inducido térmicamente, AT,,, para el complejo ligando-receptor (con respecto al receptor
no complejado) como un observable experimental que lo relaciona directamente con la afinidad de unién del ligando,
K4, debido al acoplamiento de las funciones de energia libre de desplegamiento del receptor y unién del ligado (Sche-
llman, J. A., Biopolymers 15:999-1000 (1976); Brandsts, J. F., Biochemistry 29:6927-6940 (1990)). Esta estrategia de
seleccidn fisica térmica utiliza la estabilidad térmica de las mezclas de ligando-receptor como un indicador de la afi-
nidad de unién por las interacciones ligando-receptor. Estos ensayos se han llevado a cabo tradicionalmente de uno en
uno en calorimetros diferenciales de barrido (DSC) que monitorizan el cambio en la capacidad calorifica a medida que
las proteinas experimentan transiciones de desplegamiento inducidas por la temperatura (Brandts et al., Biochemistry
29:6927-6940 (1990); y Weber, P. et al., J. Am. Chem. Soc. 116:2717-2724 (1994)). Alternativamente, pueden reali-
zarse ensayos de desplazamiento térmico, de nuevo de uno en uno, empleando instrumentos épticos de temperatura
regulada que monitorizan los cambios de la absorbancia (Chavan, A. J. et al., Biochemistry 33:7193-7202 (1994)); la
fluorescencia (Chavan et al., Biochemistry 33:7193-7202 (1994); o el dicroismo circular (Bouvier, M. et al., Science
265:398-402 (1994); Morton, A. et al., Biochemistry 34:8564-8575 (1995)) que se producen para las transiciones de
desplegamiento inducidas térmicamente de las proteinas.

Existen muchas ventajas al usar el ensayo de desplazamiento térmico puesto que no requiere compuestos marcados
radiactivamente, ni marcadores fluorescentes u otros cromdfobos para ayudar en la monitorizacién de la unién. El
ensayo se aprovecha del desplegamiento térmico de las biomoléculas, un proceso fisicoquimico general intrinseco a
muchas, si no todas, las biomoléculas dianas farmacoldgicas. La aplicabilidad general es un aspecto importante de
este ensayo puesto que evita la necesidad de inventar un nuevo ensayo cada vez que se vuelve disponible una nueva
proteina receptora terapéutica. El ensayo es particularmente muy adecuado para medir la unién de ligandos a dianas
no enzimaticas, por ejemplo, interacciones factor de crecimiento/receptor, en las que no es posible normalmente un
ensayo espectrofotométrico. Sin embargo, la configuracioén de ensayo tnico de los métodos de desplazamiento térmico,
tal como se realizan convencionalmente, ha limitado la utilidad de esta técnica, especialmente para la seleccion de alto
rendimiento de bibliotecas de compuestos.

Se ha podido acelerar el procedimiento de seleccién de proteina/ligando desarrollando una estrategia de seleccion
de ligando-receptor de alto rendimiento generalmente aplicable en un formato de placa de 96 pocillos (0 mayor den-
sidad) que identificard u ordenard compuestos lider basandose en la estabilizacién termodindmica de los complejos
ligando-receptor.

La unién de ligandos estabiliza el receptor (Schellman, J., Biopolymers 14:999-1018 (1975)). El grado de uni6én y la
energia libre de interaccion siguen recorridos paralelos como una funcién de la concentracién de ligando (Schellman,
J., Biophysical Chemistry 45:273-279 (1993); Barcelo, F et al., Chem. Biol. Interactions 74:315-324 (1990)). Como
resultado de la estabilizacion por el ligando, se requiere mds energia (calor) para desplegar el receptor. Por tanto, la
unién del ligando desplaza la curva de desplegamiento térmico. Es decir, la unién del ligando aumenta la estabilidad
térmica de la proteina. Esta propiedad puede aprovecharse para determinar si un ligando se une a un receptor: un
cambio, o “desplazamiento” en la curva de desplegamiento térmico, y por tanto en la T,,, sugiere que un ligando se
une al receptor.
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La base termodindmica para el ensayo de desplazamiento térmico se ha descrito por Schellman, J. A. (Biopolymers
15:999-1000 (1976)), y también por Brandts et al (Biochemistry 29:6927-6940 (1990)). Los estudios de calorimetria
diferencial de barrido por Brandts et al (Biochemistry 29:6927-6940 (1990) han mostrado que para sistemas de unién
fuerte de estequiometria 1:1, en los que hay una transicién de desplegamiento, puede estimarse la afinidad de uni6n a
T, a partir de la siguiente expresion:

T,
e _ﬂ}_—i +._A&’_u_l z&+T~0_1
R (T, T, R T, T,

(ecuacién 1)

en la que
K™ = la constante de asociacién del ligando a T,,;
T,, = el punto medio de la transicién de desplegamiento de la proteina en presencia del ligando;
T, = el punto medio para la transicién de desplegamiento en ausencia del ligando;

AH," = la entalpia del desplegamiento de la proteina en ausencia del ligando a Ty; AC,, = el cambio en la capacidad
calorifica con el desplegamiento de la proteina en ausencia del ligando;

[Ltn] = la concentracién de ligando libre a T,,; y
R =la constante de los gases.

Se encontré que esta expresion era ttil para el disefio basado en la estructura de ligandos de azobenceno para
estreptavidina, en el que los barridos de DSC de diversas mezclas de ligando/estreptavidina facilitaron la medicién
de la afinidad de unién a T,, (Weber, P. et al., J Am. Chem. Soc 116:2717-2724 (1994)). Estas mediciones se com-
probaron adicionalmente realizando experimentos de calorimetria isotérmica de titulacién o mezclado que produjeron
afinidades de unién que concuerdan con las determinadas mediante DSC. La facilidad y reproducibilidad de usar el
desplegamiento térmico de una proteina para estimar la afinidad de unién de ligandos recalcé el potencial de extender
adicionalmente este enfoque para convertirse en una herramienta de descubrimiento de farmacos mas general.

Los pardmetros AH, y AC,, se observan normalmente a partir de experimentos de DSC y son especificos para
cada proteina. Las mediciones calorimétricas de AH, y AC,, son las estimaciones mds exactas de estos pardmetros
porque los calorimetros recogen normalmente daros de desplegamiento cada 0,1°C. Sin embargo, los pardmetros AH,
y AC,,, también pueden estimarse en el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca, en cuyo caso el AH, no
serd una entalpia calorimétrica sino una entalpia de van’t Hoff comparable basada en los datos de desplegamiento
recogidos cada 2,0°C usando el protocolo actual. Ademads, incluso en ausencia de datos ptimos para AH, y AC,,, estos
pardmetros son constantes especificas para la proteina implicada en la seleccién de compuestos y, por tanto, estardn
inalterados de pocillo en pocillo, no dando como resultado una influencia en los célculos de los valores relativos de
las afinidades de unidn, es decir, K y T,,.

Ademds de los pardmetros AH, y AC,,, también es necesario obtener estimaciones de T,, y T, para resolver AH,°
en la ecuacion 1. esto se logra a través del uso de ajustes por ordenador de minimos cuadrados no lineales de los datos
de desplegamiento para cada pocillo individual usando la siguiente ecuacién:

el 2 P E )

La ecuacién 2 emplea cinco pardmetros de ajuste, AH,, AC,,, T, yr € y,, en la que y; e y, son los niveles de fluo-
rescencia antes de la transicién y después de la transicion, respectivamente. Los ajustes por ordenador se determinan
mediante la flotacion de estos pardmetros para alcanzar el minimo de la suma de los cuadrados de los errores residuales
empleando el algoritmo de Levenberg-Marquardt. Los valores de T, se obtienen para pocillos que no contienen ligando
afiadido y se fijan como referencia. Esta facilmente disponible software de ajuste de curvas disponible comercialmente
para un experto habitual en la técnica. Por ejemplo, puede usarse Kaleidograph 3.0 (Synergy, Reading, PA).

y([®) =y, +

También es posible calcular la constante de equilibrio de la asociacién del ligando a cualquier temperatura, K; y
T, la constante de equilibrio de la asociacion del ligando a T,,, usando la ecuacion 3, si se conocen los datos de la
calorimetria de mezclado para la entalpia de unién a T, AH,, y el cambio en la capacidad calorifica con la unién del
ligando, AC;, (Brandts & Lin, 1990).
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Ecuacion 3
T AC
KTI:’ = K{" exp—ﬂ[‘}‘——l—:l‘*"—m‘ 1;{1)+1+1
R IT Tm R Tm) T,

K = la constante de asociacién del ligando a cualquier temperatura, T.

en la que

KE‘“ = la constante de asociacién del ligando a T,

T,, = el punto medio para la transicién de desplegamiento de la proteina en presencia del ligando.
AH[ = la entalpia de la unién del ligando a la temperatura, T.

AC,. = el cambio en la capacidad calorifica con la unién del ligando.

R = constante de los gases.

El segundo término exponencial de la ecuacién 3 es normalmente lo suficientemente pequefio para ignorarse de
modo que pueden obtenerse valores aproximados de K; y T usando sélo el primer término exponencial, y la ecuacién
3 se reduce a la ecuacién 4:

Ecuacién 4

El pardmetro AH] puede medirse usando una calorimetria isotérmica de titulacién, usando un dispositivo calori-
métrico tal como el Omega (MicroCal; Northampton, MA). Cuando no estdn disponible datos calorimétricos, puede
estimarse que AHJ es de aproximadamente -10,0 kcal/mol, que es una entalpia de unién promedio (Wiseman et al.,
Anal. Biochem. 179:131-137 (1989)).

Preferiblemente, se usa espectrometria de fluorescencia para monitorizar el desplegamiento térmico. La metodo-
logia de fluorescencia es mds sensible que la metodologia de absorcion. El uso de la fluorescencia de la proteina
intrinseca y moléculas de sonda de fluorescencia en experimentos de espectroscopia de fluorescencia se conoce bien
por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Bashford, C. L. et al., Spectrophotometry and Spectrofluorometry:
A Practical approach, IRL Press Ltd., pub., pags. 91-114 (1987); Bell, J.E., Spectroscopy in Biochemistry, Vol. 1, CRC
Press, pub., pdgs. 155-194 (1981); Brandts, L. et al., Ann. Rev. Biochem. 41:843 (1972).

El ensayo de desplazamiento térmico en microplaca se describe adicionalmente en la solicitud de patente de los
EE.UU. nimero 08/853.464 presentada el 9 de mayo de 1997, y en la solicitud de patente internacional nimero
PCT/US97/08154 (publicada el 13 de noviembre de 1997 como la publicacién nimero WO 97/42500), que se incor-
poran al presente documento como referencia en su totalidad.

Pueden tomarse lecturas espectrales, preferiblemente lecturas de fluorescencia, de todas las muestras en un soporte
simultineamente. Alternativamente, pueden tomarse lecturas en muestras en grupos de al menos dos cada vez.

Puede usarse un sistema de obtencién de imdgenes de fluorescencia, por ejemplo, un sistema de obtencion de ima-
genes de emision de fluorescencia, para monitorizar el desplegamiento térmico de una molécula diana o un receptor.
Los sistemas de obtencién de imdgenes de fluorescencia se conocen bien por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el
sistema de andlisis y documentacién de geles ALPHAIMAGER™ (Alpha Innotech, San Leandro, CA) emplea una cé-
mara de dispositivo de carga acoplada (CCD) de alto rendimiento con una resolucién de 768 x 494 pixeles. La cdmara
de dispositivo de carga acoplada funciona en conjunto con un ordenador y se analizan las imagenes con software Image
analysis™. El CHEMIIMAGER™ (Alpha Innotech) es un dispositivo de carga acoplada refrigerado que realiza todas
las funciones del ALPHAIMAGER™ y ademds captura imdgenes de muestras quimioluminiscentes y otras muestras
de baja intensidad. El dispositivo de carga acoplada CHEMIIMAGER™ incluye un procesador Pentium (disco duro
de 1,2 Gb, RAM de 16 Mb), software de andlisis AlphaEase™, una cdmara hermética a la luz y un transiluminador
de luz blanca y UV. Por ejemplo, el sistema de obtencién de imédgenes confocal laser UV/visible MRC-1024 (BioRad,
Richmond, CA) facilita la obtencion de imdgenes simultdnea de mds de un fluor6foro a través de un amplio intervalo
de longitudes de onda de iluminacién (de 350 a 700 nm). El sistema de documentacién de geles fluorescente Gel Doc
1000 (BioRad, Richmond, CA) puede visualizar claramente dreas de muestra tan grandes como de 20 x 20 cm, o tan
pequefias como de 5 x 4 cm. Al menos dos microplacas de 96 pocillos pueden adaptarse a un drea de 20 x 20 cm. El
sistema Gel Doc 1000 también facilita la realizacién de experimentos basados en el tiempo.
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Puede usarse un sistema de obtencién de imagenes de fluorescencia, por ejemplo, un sistema de obtencién de ima-
genes de emision de fluorescencia, para monitorizar el desplegamiento del receptor en un ensayo de desplazamiento
térmico en microplaca. En esta realizacidn, se calienta simultineamente una pluralidad de muestras entre 25y 110°C.
Se toma una lectura de emision de fluorescencia para cada una de la pluralidad de muestras simultineamente. Por
ejemplo, puede monitorizarse simultdneamente la fluorescencia en cada pocillo de una microplaca de 96 o 384 po-
cillos. Alternativamente, pueden tomarse lecturas de fluorescencia continua y simultdineamente para cada muestra. A
temperaturas inferiores, todas las muestras manifiestan un bajo nivel de fluorescencia. Segin se aumentan las tem-
peraturas, aumenta la fluorescencia en cada muestra. Los pocillos que contienen ligandos que se unen a la molécula
diana con alta afinidad desplazan la curva de desplegamiento térmico a temperaturas superiores. Como resultado, los
pocillos que contienen ligandos que se unen a la molécula diana con alta afinidad fluorescen menos, a una temperatura
dada superior a la T,, de la molécula diana en ausencia de cualquier ligando, que los pocillos que no contienen ligan-
dos de alta afinidad. Si se calientan las muestras en etapas incrementales, se obtienen imagenes de la fluorescencia
de todas de la pluralidad de muestras simultineamente en cada etapa de calentamiento. Si se calientan las muestras
continuamente, se obtienen imagenes simultdneamente de la emision de fluorescencia de todas de la pluralidad de
muestras durante el calentamiento.

Puede realizarse un ensayo de desplazamiento térmico en un volumen de volimenes de 100 uL. Sin embargo, por
los siguientes motivos, es preferible realizar un ensayo de desplazamiento térmico en un volumen de 1-10 pL. En
primer lugar, se requiere aproximadamente de 10 a 100 veces menos de proteina para el ensayo miniaturizado. Por
tanto, s6lo se requieren ~ 4 a 40 pmoles de proteina (de 0,1 ug a 1,0 ug para una proteina de 25 kDa) para el ensayo
(es decir, un volumen de trabajo de 1 a 10 uLL con una concentracién de molécula diana de aproximadamente 1 a
aproximadamente 4 uM). Por tanto, puede usarse 1 mg de proteina para llevar a cabo de 1.000 a 10.000 ensayos en
el formato miniaturizado. Esto es particularmente ventajoso cuando la molécula diana esta disponible en cantidades
minimas.

En segundo lugar, se requiere de 10 a 100 veces menos de ligando para el ensayo miniaturizado. Esta ventaja es muy
importante para los investigadores cuando seleccionan bibliotecas combinatorias valiosas para las que se sintetizan los
compuestos de la biblioteca en cantidades minimas. En el caso de a-trombina humana, la concentracién de ligando
ideal es de aproximadamente 50 uM, que se traduce en 25-250 pmoles de ligando, o 10-100 ng (suponiendo un PM
de 500 Da) de ligando por ensayo en el formato miniaturizado.

En tercer lugar, el menor volumen de trabajo permite la posibilidad de usar matrices mas grandes de ensayos porque
el ensayo miniaturizado puede adaptarse a un drea mucho mas pequefia. Por ejemplo, las placas de 384 pocillos (matriz
de 16 x 24) o de 864 pocillos (matriz de 24 x 36) tienen las mismas dimensiones que las placas de 96 pocillos (8,5 x
12,5 cm). La placa de 384 pocillos y la placa de 864 pocillos permiten al usuario realizar de 4 a 9 veces mds ensayos,
respectivamente, de los que puede realizar usando una placa de 96 pocillos. Alternativamente, pueden usarse placas
con mds pocillos, tales como placas de 1536 pocillos (matrices de 32 x 48; Matriz Technologies Corp.). Una placa de
1536 pocillos facilitara dieciséis veces la produccién obtenida por una placa de 96 pocillos.

Por tanto, usando la configuracién de placa de 1536 pocillos, puede aumentarse la velocidad de ensayo aproxima-
damente 16 veces, con respecto a la velocidad a la que puede realizarse el ensayo usando el formato de 96 pocillos.
La disposicién de la matriz de ensayo de 8 x 12 (en una placa de 96 pocillos) facilita la realizacién de 96 ensayos/h
o aproximadamente 2300 ensayos/24 horas. La disposicion de ensayo en matriz de 32 x 48 facilita la realizacion de
aproximadamente 1536 ensayos/h, o pueden realizarse aproximadamente 37.000 ensayos/24 horas usando una confi-
guracion de matriz de ensayo de 32 x 48.

El volumen de ensayo puede ser de 1-100 uL. Preferiblemente, el volumen de ensayo es de 1-50 uL. Més prefe-
riblemente, el volumen de ensayo es de 1-25 uL. Todavia mas preferiblemente, el volumen de ensayo es de 1-10 uL.
Todavia mas preferiblemente, el volumen de ensayo es de 1-5 uL.. Todavia mas preferiblemente, el volumen de ensayo
es de 5 uL.. Lo mds preferiblemente, el volumen de ensayo es de 1 uL. o 2 L.

Alternativamente, el ensayo se realiza en placas de fondo en V de policarbonato, poliestireno o polipropileno o
placas de cavidades (“dimple plates”). Una placa de cavidades es una placa que contiene una pluralidad de pocillos de
fondo redondo que albergan un volumen total de 15 uL.

Se realiza el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca mediante (a) poner en contacto una proteina con una
o mas de una multiplicidad de moléculas diferentes en cada uno de una multiplicidad de recipientes; (b) calentar la
multiplicidad de recipientes de la etapa (a), preferiblemente de manera simultinea; (c) medir en cada uno de los reci-
pientes un cambio fisico asociado con el desplegamiento térmico de la molécula diana que resulta del calentamiento;
(d) generar una curva de desplegamiento térmico para la molécula diana como una funcién de la temperatura para cada
uno de los recipientes; y (e) comparar cada una de las curvas de desplegamiento de la etapa (d) con (1) cada una de
las otras curvas de desplegamiento térmico y con (2) la curva de desplegamiento térmico obtenida para la proteina en
ausencia de cualquiera de la multiplicidad de moléculas diferentes; y (f) determinar si cualquiera de la multiplicidad
de moléculas diferentes modifica la estabilidad térmica de la proteina, en la que una modificacién en la estabilidad
térmica estd indicada por un desplazamiento en la curva de desplegamiento térmico.

La etapa (d) puede comprender ademds determinar una temperatura del punto medio (T,,) a partir de la curva
de desplegamiento térmico. La etapa (e) puede comprender ademdas comparar la T,, de cada una de las curvas de
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desplegamiento de la etapa (d) con (1) la T, de cada una de las otras curvas de desplegamiento térmico y con (2) la
T,, de la curva de desplegamiento térmico obtenida para la proteina diana en ausencia de cualquiera de las moléculas
diferentes.

Para practicar los métodos de la presente invencion usando obtencién de imédgenes o espectroscopia de fluorescen-
cia, la etapa (a) comprende poner en contacto la proteina diana con una molécula de sonda de fluorescencia presente
en cada uno de la multiplicidad de recipientes y la etapa (c) comprende (cl): excitar la molécula de sonda de fluo-
rescencia, en cada uno de la multiplicidad de recipientes, con luz; y (c2) medir la fluorescencia de cada uno de la
multiplicidad de recipientes. Puede medirse la fluorescencia, por ejemplo, la emision de fluorescencia, de cada uno
de la multiplicidad de recipientes, en un recipiente cada vez, de un subconjunto de la multiplicidad de recipientes
simultdneamente, o de cada uno de la multiplicidad de recipientes simultineamente.

Para generar un espectro de actividad, se ordenan las moléculas segin el grado en el que estabilizan la proteina
diana frente al desplegamiento térmico. Tras ordenarse las moléculas, se compara el espectro de actividad de la proteina
diana para las moléculas en la biblioteca de sondas funcionales con una o més listas de espectro de referencia funcional.

Se conocen bien los aparatos de calentamiento adecuados para practicar los métodos de la presente invencién por
los expertos habituales en la técnica. Por ejemplo, puede usarse el ciclador con temperatura en gradiente
ROBOCYCLER® (Stratagene, La Jolla, CA) (véase la patente de los EE.UU. nimero 5.525.300). Alternativamen-
te, puede usarse un bloque térmico con gradiente de temperatura (véase la patente de los EE.UU. niimero 5.255.976).
Puede leerse la fluorescencia usando cualquier dispositivo de espectroscopia de fluorescencia adecuado. Por ejemplo,
puede usarse el aparato CytoFluor II (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA).

El elemento con el que se calienta el soporte de muestra puede ser cualquier elemento que puede calentar mues-
tras rdpidamente y de manera reproducible. En la presente invencion, se calienta simultdneamente una pluralidad de
muestras. La pluralidad de muestras puede calentarse en un unico elemento calefactor. Alternativamente, la plurali-
dad de muestras puede calentarse hasta una temperatura dada en un elemento calefactor, y luego trasladarse a otro
elemento calefactor para calentarse hasta otra temperatura. El calentamiento puede lograrse en intervalos regulares
o irregulares. Para generar una curva de desplegamiento suave, las muestras deben calentarse uniformemente, en in-
tervalos de 1 o 2°C. El intervalo de temperatura a través del cual pueden calentarse las muestras es de desde 4 hasta
110°C. Se toman lecturas espectrales, y particularmente lecturas de fluorescencia, tras cada etapa de calentamiento.
Las muestras pueden calentarse y leerse mediante el dispositivo espectral, por ejemplo, una cdmara de obtencion de
imagenes de fluorescencia, de manera continua. Alternativamente, tras cada etapa de calentamiento, pueden enfriarse
las muestras hasta una temperatura inferior antes de tomar las lecturas espectrales. Preferiblemente, se calientan las
muestras continuamente y se toman las lecturas espectrales cuando las muestras se estan calentando.

Pueden tomarse lecturas espectrales, por ejemplo de fluorescencia, en todas las muestras en el soporte simultdnea-
mente. Alternativamente, pueden tomarse lecturas en las muestras en grupos de al menos de dos cada vez. Finalmente,
pueden tomarse las lecturas de una muestra cada vez.

Preferiblemente, el instrumento usado para realizar el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca consiste en
un dispositivo de barrido y un sistema de software de control. Puede detectarse la fluorescencia, por ejemplo la emisién
de fluorescencia, mediante un tubo fotomultiplicador en una cdmara de deteccién opaca. El software se ejecuta en un
ordenador personal y la accién del dispositivo de barrido se controla mediante el software.

En la figura 2, se muestra un aparato 200 a modo de ejemplo. Un mecanismo X-Y de precisioén barre la microplaca
con una sonda de fibra dptica sensible para cuantificar la fluorescencia en cada pocillo. La microplaca y las muestras
pueden permanecer inmdviles durante el barrido de cada fila de las muestras, y entonces se mueve la sonda de fibra
Optica a la siguiente fila. Alternativamente, la microplaca y las muestras pueden moverse a la posicién de una nueva fila
de muestras bajo la sonda de fibra 6ptica. El sistema de barrido puede barrer 96 muestras en menos de un minuto. El
dispositivo de barrido puede contener una pluralidad de filtros de excitacién y una pluralidad de filtros de emisién para
medir los fluoréforos mas comunes. Por tanto, pueden tomarse lecturas de emisién de fluorescencia en una muestra
cada vez, o en un subconjunto de muestras simultineamente.

El elemento o bloque conductor de calor en el que se calienta el soporte de muestra puede ser cualquier elemento
que puede calentar muestras rapidamente y de manera reproducible. Puede calentarse la pluralidad de muestras en un
unico elemento calefactor. Alternativamente, puede calentarse la pluralidad de muestras hasta una temperatura dada
en un elemento calefactor, y luego trasladarse a otro elemento calefactor para calentarse hasta otra temperatura. El
calentamiento puede lograrse en intervalos regulares o irregulares. Para generar una curva de desplegamiento suave,
las muestras deben calentarse uniformemente, en intervalos de 1 o 2°C. El intervalo de temperatura a través del cual
pueden calentarse las muestras es de desde 4 hasta 110°C.

Preferiblemente, se calienta simultdneamente una pluralidad de muestras. Si se calientan las muestras en intervalos
de temperatura diferenciados, de manera escalonada, se toman lecturas espectrales tras cada etapa de calentamiento.
Alternativamente, tras cada etapa de calentamiento, pueden enfriarse las muestras hasta una temperatura inferior antes
de tomar las lecturas espectrales. Alternativamente, las muestras pueden calentarse de manera continua y se toman las
lecturas espectrales durante el calentamiento.
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El aparato de ensayo puede configurarse de modo que contenga un tnico bloque conductor de calor. Alternativa-
mente, el aparato de ensayo puede configurarse de modo que contenga una pluralidad de bloques conductores de calor
sobre una plataforma mévil. La plataforma puede ser una plataforma trasladable que puede trasladarse, por ejemplo,
mediante un dispositivo de deslizamiento lineal accionado por un servomotor. Un dispositivo de deslizamiento lineal
a modo de ejemplo es el modelo SA A5SM400 (IAI America, Torrance, CA). En esta realizacién, el sensor recibe
emisiones espectrales de cada una de las muestras en un bloque conductor de calor dado. La plataforma se traslada
entonces para situar otro bloque conductor de calor y sus muestras acompafiantes bajo el sensor de modo que reciba
las emisiones espectrales de cada una de las muestras en ese bloque calefactor. La plataforma se traslada hasta que se
reciben las emisiones espectrales de las muestras en todos los bloques conductores de calor.

Alternativamente, la plataforma puede ser una plataforma rotatoria, tal como se muestra en la figura 2, que puede
rotarse, por ejemplo, mediante un eje accionado por un servomotor. En esta tltima realizacion, el sensor recibe las
emisiones espectrales de cada una de las muestras en un bloque conductor de calor dado. La plataforma se rota
entonces para situar otro bloque conductor de calor y sus muestras acompafiantes bajo el sensor de modo que reciba
las emisiones espectrales de cada una de las muestras en ese bloque calefactor. La plataforma se rota hasta que se
reciben las emisiones espectrales de las muestras en todos los bloques conductores de calor.

En el aparato 200, se monta una pluralidad de bloques 204 conductores de calor, cada uno de los cuales incluye
una pluralidad de pocillos para una pluralidad de muestras 210, sobre una plataforma o carrusel 206 rotatorio. La pla-
taforma o carrusel 206 puede componerse de un material conductor de calor, tal como el material del que se compone
el bloque 204 conductor de calor. El eje 208 estd conectado de manera que puede rotar a una base 202. La plataforma
206 rotatoria estd montada axialmente para rotar alrededor del eje 208. La rotacién del eje 208 estd controlada por
un servocontrolador 210. El servocontrolador 210 est4 controlado por un controlador 250 informético de manera bien
conocida por el experto en las técnicas pertinentes. El controlador 250 informético hace que el servocontrolador 210
rote el eje 208 rotando asi la plataforma 206 rotatoria. De esta manera, los bloques 204 conductores de calor se sitiian
consecutivamente bajo la sonda 212 de fibra 6ptica.

Cada uno de la pluralidad de bloques 204 conductores de calor puede controlarse independientemente mediante
el controlador 214 de temperatura. Por tanto, la temperatura de un primer bloque 204 conductor de calor puede ser
superior o inferior a la temperatura de un segundo bloque 204 conductor de calor. De manera similar, la temperatura
de un tercer bloque 204 conductor de calor puede ser superior o inferior que la temperatura de un primer o segundo
bloque 204 conductor de calor.

El controlador 214 de temperatura estd conectado a un bloque 204 conductor de calor mediante una conexién
230 termoeléctrica. Bajo la accién del controlador 214 de temperatura, puede aumentarse, disminuirse o mantenerse
constante la temperatura del bloque 204 conductor de calor. El controlador 214 de temperatura puede configurarse
para ajustar la temperatura de la plataforma 206 rotatoria. En tal configuracién, cuando se calienta la plataforma 206
rotatoria, también se calientan los bloques 204 conductores de calor. Alternativamente, la temperatura de cada uno de
los bloques 204 conductores de calor puede controlarse mediante un sistema de agua circulante tal como el indicado
anteriormente. Particularmente, la temperatura del bloque 204 conductor de calor puede cambiarse por el controlador
214 de temperatura segin un perfil de temperatura predeterminado. Preferiblemente, el controlador 214 informatico
de temperatura se pone en practica usando un sistema informético.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “perfil de temperatura” se refiere a un cambio en la
temperatura con el tiempo. El término “perfil de temperatura” engloba los cambios continuos, ascendentes o descen-
dentes, en la temperatura, tanto cambios lineales como no lineales. El término también engloba cualquier protocolo
de cambio de temperatura gradual, incluyendo protocolos caracterizados por aumentos o disminuciones incrementales
en la temperatura, aumentos o disminuciones de la temperatura durante los cuales los aumentos o disminuciones estdn
interrumpidos por periodos durante los cuales la temperatura se mantiene constante. En el aparato mostrado en la
figura 2, el perfil de temperatura puede predeterminarse programando el controlador 214 informdtico de temperatura.
Por ejemplo, los perfiles de temperatura pueden almacenarse en un dispositivo de memoria del controlador 214 de
temperatura, o introducirse en el controlador 214 de temperatura por un operario.

El aparato 200 de ensayo incluye también una fuente 218 luminosa para emitir una longitud de onda de luz de
excitacion. La luz de excitacion procedente de la fuente 218 luminosa excita las muestras 216 con la luz de excitacion.
Puede usarse cualquier fuente luminosa adecuada. La luz de excitacién produce una emisién espectral por parte de
las muestras 216. La emision espectral puede ser radiacion electromagnética de cualquier longitud de onda en el
espectro electromagnético. Preferiblemente, la emision espectral es luz fluorescente, ultravioleta o visible. Lo mas
preferiblemente, la emision espectral es emision de fluorescencia.

Un sensor estd unido de manera que puede separarse a una armadura 226 de sensor. Un sensor a modo de ejemplo
es una sonda 212 de fibra 6ptica. La sonda 212 de fibra dptica incluye un cable de fibra 6ptica que puede transmitir
luz de excitacién a las muestras 216, y un cable de fibra 6ptica que puede recibir la emisién espectral procedente de
las muestras 216. La radiacion electromagnética se transmite desde la fuente 218 de luz de excitacién hasta la sonda
212 de fibra 6ptica mediante el cable 228 de fibra éptica de entrada de luz de excitacion.

Un servocontrolador 258 de filtro de luz de excitacién controla la apertura del filtro 256 de luz de excitacién. La
fuente 218 de luz de excitacidn y el servocontrolador 258 de filtro de luz de excitacién estdn conectados operativamente
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y de manera comunicada al controlador 254 informatico de luz de excitacién. El controlador 254 informatico controla
la longitud de onda de la luz de excitacion transmitida a las muestras 216 controlando el servocontrolador 258 de
filtro de luz de excitacidn. La luz de excitacidn se transmite a través del cable 228 de fibra éptica de entrada de luz de
excitacion hasta la sonda 212 de fibra 6ptica para la transmision a las muestras 216.

La sonda 212 de fibra 6ptica recibe la emision espectral de las muestras 216 y se transmite hasta un filtro 238
de emisién espectral mediante el cable 250 de fibra 6ptica de salida. Un servocontrolador 240 de emision espectral
controla la apertura del filtro 238 de emision espectral, controlando asi la longitud de onda de la emision espectral
que se transmite al tubo 220 fotomultiplicador. El servocontrolador 240 de emisién espectral estd controlado por un
controlador 242 informaético.

La emision espectral de las muestras 216 se transmite desde el tubo 220 fotomultiplicador. La salida 244 de ener-
gia eléctrica conecta el tubo 220 fotomultiplicador a la conexién 224 eléctrica. La conexidn 224 eléctrica conecta la
salida 244 de energia eléctrica al ordenador 222. Accionado por un software adecuado, el ordenador 222 procesa la
seflal de emision espectral de las muestras 216. Un software a modo de ejemplo es una interfaz grifica que analiza
automadticamente los datos de fluorescencia obtenidos de las muestras 216. Tal software se conoce bien por los ex-
pertos habituales en la técnica. Por ejemplo, el lector de placas de miltiples pocillos de fluorescencia CytoFluor™ II
(PerSeptive Biosystems, Framingham, MA) utiliza el sistema de anélisis de datos Cytocalc™ (PerSeptive Biosystems,
Framingham, MA). Otro software adecuado incluye MicroSoft Excel o cualquier software comparable.

Un medio 260 de movimiento relativo de la armadura de sensor mueve la armadura 226 de sensor en direcciones
234 y 236. Un segundo medio 232 de movimiento relativo mueve la armadura 226 de sensor en direcciones 246 y 248
de modo que la sonda 212 de fibra 6ptica puede moverse para detectar las emisiones espectrales de las muestras 216.

Tal como se trat6 anteriormente, el medio de recepcidn espectral o sensor del aparato de ensayo de la presente
invencién puede comprender un tubo fotomultiplicador. Alternativamente, el medio de recepcion espectral o sensor
puede incluir un dispositivo de carga acoplada (CCD). Todavia en otra realizacion, el medio de recepcion espectral o
sensor puede incluir una red de diodos. Un CCD se compone de silicio semiconductor. Cuando caen sobre él fotones
de luz, se liberan electrones libres.

Ademads, puede usarse una cdmara de CCD para obtener imagenes de fluorescencia, tal como de emision de fluores-
cencia. Las cdmaras de CCD de alta resolucion pueden detectar cantidades muy pequefias de energia electromagnética,
ya se origine a partir de estrellas lejanas, se difracte por cristales o se emita por fluor6foros. Como dispositivo elec-
trénico de obtencién de imagenes, una camara de CCD es particularmente adecuada para la obtencién de imagenes
de emision de fluorescencia dado que puede detectar objetos muy tenues, proporciona una detecciéon sensible en un
intervalo de amplio espectro, proporciona niveles bajos de ruido electromagnético y detecta sefiales en un amplio inter-
valo dindmico, es decir, un dispositivo de carga acoplada puede detectar simultdneamente objetos brillantes y objetos
tenues. Ademads, la salida es lineal de modo que la cantidad de electrones recogidos es directamente proporcional al
nimero de fotones recibidos. Esto significa que el brillo de la imagen es una medida del brillo real del objeto, una pro-
piedad no proporcionada, por ejemplo, por las emulsiones fotograficas. Estan disponibles cdmaras de CCD adecuadas
de Alpha-Innotech (San Leandro, CA), Stratagene (La Jolla, CA) y BioRad (Richmond, CA).

Se describen adicionalmente aparatos utiles para practicar el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca
en la solicitud de patente de los EE.UU. nimero 08/853.459, presentada el 9 de mayo de 1997, y en la solicitud de
patente internacional nimero PCT/US97/08154 (publicada el 13 de noviembre de 1997 como la publicacién niimero
WO 97/42500), que se incorporan al presente documento como referencia en su totalidad.

Habiendo descrito ahora de manera general la invencién, la misma se llegard a entender mds facilmente mediante
referencia a los siguientes ejemplos especificos que se incluyen en el presente documento con fines de ilustracién
solamente y no pretenden ser limitativos, a menos que se especifique lo contrario.

Ejemplo 1
Utilidad de diana cruzada amplia del ensayo de desplazamiento térmico en microplaca

Se han probado varias dianas proteicas terapéuticas diferentes en el ensayo de desplazamiento térmico en micro-
placa, hasta la fecha, y se enumeran en la tabla 2. Incluyen una variedad de proteinas diferentes, con una amplia
diversidad de funcién in vivo. Aqui se incluyen diversas serina proteasas, una proteina de unién a ADN (represor lac),
dos factores de crecimiento (factor de crecimiento de fibroblastos basico (FGFb) y factor de crecimiento de fibro-
blastos acido (FGFa)) y un receptor de factor de crecimiento (dominio II del receptor 1 del factor de crecimiento de
fibroblastos (D(II)FGFR1)).
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TABLA 2

Dianas terapéuticas analizadas mediante el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca

Dianas PM Ensayos / mg (en formato de 10 ulL)
a-trombina 37,0 kDa 1430 0,7 pg/ensayo (20 pmol)
Factor D 25,0 kDa 1000 1,0 pg/ensayo (40 pmol)
Factor Xa 45,0 kDa 1667 0,6 ug/ensayo (7 pmol)
FGFb 17,5 kDa 2000 0,5 pg/ensayo (29 pmol)
D(IDFGFRI I3,5kDa  sg8 1 7 ug/ensayo 126 pmol)
Represor lac 77,0 kDa 1200 0,8 pg/ensayo (10 pmol)
Urocinasa 28,0 kDa 714 1,4 pg/ensayo (50 pmol)
Proteina NFkB 65,0 kDa 3030 0,33 ug/ensayo (5 pmol)
Receptor de GLP1 26,0 kDa
CHMII 45,0 kDa
Factor de von Willebrand 500 kDa 400 2,5 pg/ensayo
FGFa 18,0 kDa ’

Los pesos moleculares de las proteinas diana oscilan desde 13,5 kDa hasta aproximadamente 500 kDa. En prome-
dio, fue posible llevar a cabo 1322 ensayos por 1,0 mg de proteina usando un volumen de ensayo de 10 uL. Puede
doblarse el nimero de ensayos que pueden llevarse a cabo si se emplea el formato de ensayo de 5 L.

Todos los ensayos de desplazamiento térmico en microplaca se realizaron en placas de 96 pocillos de fondo en
V de policarbonato usando 1,8-ANS 200 uM como la sonda fluorescente para monitorizar las transiciones de desple-
gamiento térmico para las mezclas de proteina/ligando. Se monitorizaron los cambios en la emisién de fluorescencia
a 460 nm con un lector de placas de fluorescencia CytoFluor II (PerSeptive Biosystems) (excitacién a 360 nm) y se
elevo la temperatura en incrementos de 2°C con el ciclador con temperatura en gradiente RoboCycler® (Stratagene, la
Jolla, CA).

Se han sometido a ensayo otras proteinas varias usando el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca, in-
cluyendo las siguientes proteinas de las siguientes clases: serina proteasas (trombina, factor Xa, factor D, urocinasa,
tripsina, quimotripsina, subtilisina); receptores de la superficie celular (receptor 1 de FGF, CHM de clase II, receptor de
GLP 1, receptor 8-2-adrenérgico, receptor de fibronectina (IIbIlla); factores de crecimiento (FGFa, FGFb); proteinas
de unién a ADN (represor lac, NF-x-B, helicasa); proteinas motoras (miosina, helicasa); oxidorreductasas (peroxidasa
del rabano, citocromo c, lactato deshidrogenasa, lactoperoxidasa, malato deshidrogenasa, colesterol oxidasa, gliceral-
dehido-3-fosfato deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, dihidrofolato reductasa); modificaciones de hidratos
de carbono (celulasa, @-amilasa, hialuronidasa, S-glucosidasa, invertasa); inmunoglobulinas (Fab de IgG, Fc de IgG);
ADNasas (ADNasa I, ADNasa II); ARNasas (ARNasa A); receptores de calcio intracelular (calmodulina, proteina
S100); hidrolasa de neurotransmisores (acetilcolinesterasa); eliminadores de radicales libres (superéxido dismutasa);
proteina de unién a biotina (estreptavidina); proteina de unién a oxigeno (mioglobina); e inhibidor de proteasas (inhi-
bidor de tripsina).

Ejemplo 2
Interacciones de union a miltiples ligandos con una tinica proteina diana

La utilidad casi universal de la tecnologia de ensayo de desplazamiento térmico en microplaca también se ilustra
para interacciones de unién a multiples ligandos que se producen muchas veces dentro de una unica molécula de
proteina. La capacidad para evaluar la unién de muchas clases diferentes de ligandos a una tinica proteina sin redisefiar
el ensayo es una gran ventaja de esta tecnologia y se presta ella misma facilmente para la tarea de asignar funcién a
una proteina para la que no se conoce nada més que la secuencia primaria. El conocimiento de la unién de diferentes
ligandos ayudard en la evaluacién de la funcién de una proteina de muestra derivada de la informacién genémica.

Tal como se demostré previamente, puede usarse el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca para selec-
cionar ligandos por su unién a sitios tnicos en las proteinas diana. Sin embargo, basdndose en la aditividad préxima
de la energia libre de unién al ligando y el desplegamiento de la proteina, también es posible emplear el ensayo de
desplazamiento térmico en microplaca para analizar interacciones de unién a multiples ligandos en una proteina diana.
En principio, si la energia libre de la unién de diferentes ligandos que se unen a la misma proteina son casi aditivas, en-
tonces pueden analizarse sistemas de unién a multiples ligandos, o bien no cooperativos o bien cooperativos (positivos
0 negativos).
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A este respecto, la trombina humana es un sistema ideal para probar la utilidad del ensayo para el andlisis de inte-
racciones de unién a multiples ligandos porque tiene cuatro sitios de unién diferentes: (1) el sitio de unién catalitico;
(2) el sitio de unidn a fibrina (exositio 1); (3) el sitio de unién a heparina (exositio II); (4) el sitio de unién a Na*,
ubicado a aproximadamente 15 A desde el sitio catalitico.

En primer lugar, se determiné la unién de ligandos individuales. 3DP-4660, hirugen (hirudina 53-64) (Sigma) y
heparina 5000 (CalBiochem) se unieron al sitio catalitico, el sitio de unién a fibrina y el sitio de unién a heparina,
respectivamente, de trombina.

Se diluy6 una solucién madre de trombina hasta 1 uM en Hepes 50 mM, pH 7,5, NaCl 0,1 M, CaCl, | mM y
1,8-ANS 100 uM. Se incluy6 individualmente cada ligando de trombina y en diversas combinaciones en soluciones
de trombina 1 uM a concentraciones finales de 50 uM cada uno, excepto para heparina 5000, que fue de 200 uM. Se
dispensaron 100 uL de solucién de trombina o trombina/ligando(s) en pocillos de una placa de microtitulacién de poli-
carbonato de fondo en V de 96 pocillos. El contenido se mezclé mediante captacién y descarga en una punta de pipeta
de 100 L. Finalmente, se afiadi6 una gota de aceite mineral (Sigma, St. Lois, MO) en la parte superior de cada pocillo
de reaccidn para reducir la evaporacion de las muestras a temperaturas elevadas. La placa se sometié a 3 minutos de
calentamiento en un bloque térmico de un ciclador con temperatura en gradiente RoboCycler® (Stratagene, La Jolla,
CA), con el que se cre6 un gradiente de temperatura a través de la microplaca, seguido por enfriamiento durante 30
segundos a 25°C, y posterior lectura en un lector de placas de fluorescencia. Se analizaron los datos mediante ajuste
por minimos cuadrados no lineales.

Los resultados de estas reacciones de unién individuales se muestran en la figura 3. El orden jerdrquico de afini-
dad de unién fue 3DP-4660 > hirugen > heparina 5000, correspondiente a una Ky de 15 nM, 185 nM y 3434 nM,
respectivamente, para los ligandos que se unen a cada T,, (véase la ecuacion (1)).

A continuacion, se estudié la unién de combinaciones de dos ligandos. Los datos se muestran en la figura 4. Los
resultados de la figura 4 revelan desplazamientos del desplegamiento térmico que son ligeramente menores que las
esperadas para la aditividad total. Por ejemplo, hirugen solo dio un AT,, de 5,8°C y 3DP-4660 solo dio un AT,, de
7,7°C, pero juntos dieron un AT, de 12,2°C, y no el desplazamiento de 13,5°C que se esperaria si las energias de
union fueran totalmente aditivas. Este resultado podria significar que la afinidad de unién de uno o ambos ligandos
disminuye cuando ambos ligandos se unen a trombina, y seria un ejemplo de cooperatividad negativa entre el sitio de
unioén a fibrina y el sitio de unién catalitico. Tal resultado concuerda con la bibliografia sobre la trombina, en la que
se ha encontrado que la cinética de la hidrélisis de diversos sustratos cromogénicos depende de los ligandos que se
unen al exositio I. De hecho, se observé una disminucién del 60% en la K, para la hidrdlisis de D-fenilalanilpipecolil-
arginil-p-nitroanilida cuando estaba presente hirugen (Dennis et al., Eur. J. Biochem. 188:61-66 (1990)). Ademds,
también hay evidencia estructural de cooperatividad entre el sitio catalitico y el exositio I. Una comparacién de las
estructuras isomorfas de trombina unida a PPACK (PPACK es un inhibidor del sitio catalitico de trombina) y trombina
unida a hirugen revel6 cambios conformacionales que se producen en el sitio activo como resultado de la unién de
hirugen en el sitio activo (Vijayalakshmi et al., Protein Science 3:2254-2271 (1994)). Por tanto, la cooperatividad
aparente observada entre el centro catalitico y el exositio I concuerda con los datos funcionales y estructurales de la
bibliografia.

Se esperaria que si las energias de unién de los tres ligandos fueran totalmente aditivas, se observara un AT,, de
17,7°C. Sin embargo, cuando los tres ligandos estaban presentes juntos, el AT,, fue de 12,9°C. Este resultado implica
cooperatividad negativa adicional que supone la unién de ligandos en los tres sitios de union a protefna. Existe cierta
evidencia en la bibliografia que concuerda con esta suposicion. Por ejemplo, la trombina, en un complejo ternario con
mondmero de fibrina y heparina, tiene una actividad disminuida hacia sustratos cromogénicos de tripéptido y protrom-
bina (Hogg & Jackson, J Biol. Chem. 265:248-255 (1990)), y una reactividad notablemente reducida con antitrombina
(Hogg & Jackson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:3619-3623 (1989)). Ademds, recientes observaciones de Hotch-
kiss et al. (Blood 84:498-503 (1994)) indican que también se forman complejos ternarios en plasma y comprometen
notablemente la actividad anticoagulante de la heparina.

En la tabla 3, se muestra un resumen de los resultados de unién de mudltiples ligandos a trombina. A partir de
los resultados de la figuras 3 y 4 y de la tabla 3, se hicieron las siguientes consideraciones. En primer lugar, en
presencia de heparina 5000, hirudina 53-65 se unié a trombina aproximadamente 21 veces menos fuertemente que
en ausencia de heparina; y en presencia de heparina 5000, 3DP-4660 se unié a trombina aproximadamente 10 veces
menos fuertemente que en ausencia de heparina.

En segundo lugar, en presencia de hirudina 53-65, heparina se unié a trombina aproximadamente 18 veces menos
fuertemente que en ausencia de hirudina 53-65; y en presencia de hirudina 53-65, 3DP-4660 se unié a trombina
aproximadamente 3 veces menos fuertemente que en ausencia de hirudina 53-65.

En tercer lugar, en presencia de 3DP-4660, heparina 5000 se uni6é a trombina aproximadamente un 25% menos

fuertemente que en ausencia de 3DP-4660; y en presencia de 3DP-4660, hirudina se uni6 a trombina aproximadamente
2,3 veces menos fuertemente que en ausencia de 3DP-4660.
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TABLA 3

Ensayo para determinar la unién de ligandos al sitio activo, exositio y sitio de unién a heparina de

trombina
Proteina/ligando {Ligando] Tm AT, KsaT,* K a 298°K"
(M) CK) CK) (nM) (nM)
Trombina (TH) Ninguno 323,75 0,0
TH/heparina 5000 200 327,95 4,2 3434 470
TH/hirudina 53-65 50 329,52 58 185 23
TH/3dp-4660 50 331,40 7,7 29 3
TH/heparina 5000 200 327,95
TH/hep./hir. 50 330,57 2,6 4254 478
TH/heparina 5000 200 327,95
TH/hep./3dp-4660 50 333,20 5,3 350 32
TH/irudina 53-65 50 329,52
TH/Hin/Hep. 200 330,57 L1 75422 8467
TH/hirudina 53-65 50 329,52
TH/hir./3dp-4660 50 335,97 6,5 117 9
TH/3dp-4660 50 331,40
TH/3dp-4660/hep. 200 333,20 1,8 38205 351
TH/dp-4660 50 331,40
TH/3dp-4660/hir. 50 335,97 4,6 731 54

a: Los calculos para K, a T, se realizaron usando la ecuacién (1) con AHK" = 200,0 kcal/mol, segiin se

observd para pretrombina 1 por Leintz et al., Biochemistry 33:5460-5468 (1994) y un AC, estimado =
2,0 kcal/mol - °K; y K,y = 1/La.
b: Las estimaciones para Kg a T = 298°K se realizaron usando la ecuacion (3), en la que se estima que

AH] es ~ 10,0 kcal/mol.

Por tanto, el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca ofrece muchas ventajas para analizar las interaccio-
nes de unién de miiltiples ligandos en estudios de clasificaciéon de genémica funcional. Por ejemplo, el mismo ensayo
puede detectar simultdneamente la unién de diferentes clases de ligandos que se unen a miiltiples sitios de unién en
una proteina diana. Cada interaccién de unién de ligando identificada ayuda al usuario en la asignacién de una funcién
a una protefna. Cuando se resumen las funciones, se obtiene una curva de respuesta que es caracteristica de una clase
particular de proteinas.

Por ejemplo, si se considera la informacién obtenida en el presente documento para trombina, y se olvida de mo-
mento lo que se sabe sobre esta proteina, los datos de unién a heparina sugieren un papel extracelular para esta proteina
dado que la heparina y otros oligosacaridos sulfatados son componentes importantes de la matriz extracelular de los
tejidos de los organismos superiores. El ligando del sitio de unién catalitico, 3DP-4660, es un mimético no peptidico
de un péptido que tiene una cadena lateral de arginilo en la posicion P1, caracteristica de sustratos e inhibidores de
serina proteasas similares a tripsina. De manera similar, se encontré que los andlogos de estado de transicién de boroar-
ginina, que tiene un grupo arginina en la posicion P1 para este peptidomimético sintético, eran inhibidores especificos
para las serina proteasas, trombina, tripsina y plasmina (Tapparelli et al., J. Biol. Chem. 268:4734-4741 (1993)) con
la especificidad observada: Ky ~ 10 nM (trombina), K4 ~ 1.000 nM (tripsina), K4 ~ 10.000 nM (plasmina). Por tanto,
el conocimiento combinado de la unién a heparina con la unién observada a los andlogos de estado de transicion de
boroarginina centraria rdpidamente la asignacién de esta proteina a una funcién proteolitica extracelular en ausencia
de cualquier otra informacién.

Ademads, puede usarse el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca, de manera con alto rendimiento, para
detectar cooperatividad en la unién de ligandos. La informacién sobre la cooperatividad de la unién de ligandos puede
recogerse y analizarse muy rapidamente, durante unas cuantas horas, en lugar de durante varios meses, tal como se
requiere cando se usan métodos convencionales para clasificar la funcién de una proteina.
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Ejemplo 3
Seleccion de la biblioteca de sondas funcionales frente al factor Xa humano

En la figura 5 se muestra una biblioteca de sondas funcionales. Una placa de 96 pocillos (placa 1) contenia 94
compuestos (y dos pocillos de control) e incluia muchos compuestos que se consideran utiles para proporcionar in-
formacioén sobre las preferencias de unién a ligandos, y por tanto, la funcién probable de las proteinas. Por ejemplo,
se encuentran cofactores tales como NAD y ATP en los pocillos A4 y A5, respectivamente. Esta placa particular con-
tenfa muchisimas condiciones de unién a iones metdlicos para ayudar a detectar con sonda una proteina diana para
cofactores de ion metélico.

Con el fin de validar la seleccion de sondas funcionales, se incubaron dos proteinas con los compuestos de la placa
1 y se sometieron luego a ensayo usando el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca. Por ejemplo, se muestra
el espectro de actividad obtenido para el factor Xa (Enzyme Research Labs) en la figura 6.

El factor Xa se adquirié de Enzyme Research Labs (South Bend, IN). Se prepararon las reacciones en pocillos con
fondo en V de placas de microtitulacion de policarbonato de 96 pocillos. La concentracion final del factor Xa fue de
1,4 uM (55 ng/mL) en Tris-HC1 200 mM, pH 8. La concentracion final de 1,8-ANS fue de 100 uM. La concentracién
final de cada una de las moléculas probadas para determinar su unién se muestra en la figura 6. Se mezclé el contenido
mediante captacién y descarga repetidas en una punta de pipeta de 100 uL. Finalmente, se afiadié una gota de aceite
mineral (Sigma, St. Lois, MO) en la parte superior de cada pocillo de reaccién para reducir la evaporacion de las
muestras a temperaturas elevadas.

Se calentaron simultdneamente las reacciones de las microplacas, en incrementos de dos grados, desde 40 hasta
70°C, usando un ciclador con temperatura en gradiente RoboCycler® (Stratagene, La Jolla, CA). Tras cada etapa de
calentamiento, antes del barrido de fluorescencia, se enfrié la muestra hasta 25°C. Se midié la fluorescencia usando un
lector de microplacas de fluorescencia CytoFluor II (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA). Se excit6 1,8-ANS
con luz a una longitud de onda de 360 nm. Se midi6 la emision de fluorescencia a 460 nm.

Se encontré que habia seis condiciones que estabilizaban esta enzima con un AT, superior a 1,0°C: (1) (NH,),SO,
0,5 M, (2) MgS0, 0,5, (3) Li,SO,4 0,5 M, (4) KC1 0,5 M, (5) tripolifosfato 0,1 M y (6) CaCl, 0,1 M. Las tltimas dos
condiciones son probablemente las mds significativas, puesto que el tripolifosfato es un polielectrolito que imita a la
heparina y otros oligosacéridos sulfatados, y su unién a proteinas sugiere la presencia de un sitio de unién a heparina,
algo que se conoce bien para el factor Xa. De manera similar, se sabe que el Ca>* se une al dominio Gla del factor Xa,
lo que concuerda con el efecto de estabilizacién observado para CaCl, 0,1 M.

Se encontr6 que algunos de los iones metdlicos tienen un fuerte efecto de desestabilizacion sobre el factor Xa.
Por ejemplo, se observé que [Co(NHj;)6]Cl;, BaCl,, CdCl,, YCl, y NiSO, desestabilizaban el factor Xa en desde 6
hasta 17°C. El motivo para este efecto de desestabilizacion es desconocido. Es posible que estos iones metélicos se
unan preferentemente a la forma desplegada del factor Xa. También es posible cierta interferencia con la sonda de
fluorescencia.

Ejemplo 4
Seleccion de la biblioteca de sondas funcionales frente a D(II)FGFRI humano

También se emplearon los compuestos de la placa 1 de biblioteca de sondas funcionales para generar un espectro de
actividad para D(II)FGFR1. Se cloné D(II)FGFR1 y se expreso en E. coli. Se renaturalizé D(II)FGFR1 recombinante
procedente de cuerpos de inclusién esencialmente tal como se han descrito (Wetmore, D. R. et al., Proc. Soc. Mtg.,
San Diego, CA (1994)), excepto porque se incluyé una cola de hexahistidina en el extremo N-terminal para facilitar
la recuperacién mediante cromatografia por afinidad en una columna de quelacién de Ni** (Janknecht, R. et al., Natl.
Acad. Sci. USA 88:8972-8976 (1991)). Se purific6 DII)FGFR1 adicionalmente en una columna de heparina-Sepharose
(Kan, M. et al., Science 259:1918-1921 (1993); Pantoliano, M. W. et al., Biochemistry 33:10229-10248 (1994)). La
pureza fue > 95%, evaluado mediante SDS-PAGE. Se concentr6 la proteina D(II)FGFR1 hasta 12 mg/mL (~ 1 mM)
y se almacené a 4°C.

Se prepararon las reacciones en pocillos con fondo en V de placas de microtitulacién de policarbonato de 96
pocillos. La concentracion final de D(II)FGFR1 fue de 50 uM en Tris-HCI 200 mM, pH 8, en cada pocillo de una
placa de microtitulacién de 96 pocillos. La concentracién final de 1,8-ANS fue de 100 uM. La concentracién final
de cada una de las moléculas probadas para determinar su unién se muestra en la figura 7. Se mezclé el contenido
mediante captacion y descarga repetidas en una punta de pipeta de 100 uL. Finalmente, se afiadié una gota de aceite
mineral (Sigma, St. Lois, MO) en la parte superior de cada pocillo de reaccién para reducir la evaporacion de las
muestras a temperaturas elevadas.

Se calentaron simultdneamente las reacciones de las microplacas, en incrementos de dos grados, desde 25 hasta

60°C, usando un ciclador con temperatura en gradiente RoboCycler® (Stratagene, La Jolla, CA). Tras cada etapa de
calentamiento, antes del barrido de fluorescencia, se enfrié la muestra hasta 25°C. Se midié la fluorescencia usando un
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lector de microplacas de fluorescencia CytoFluor II (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA). Se excit6 1,8-ANS
con luz a una longitud de onda de 360 nm. Se midi6 la emision de fluorescencia a 460 nm.

El espectro de actividad resultante se muestra en la figura 7. Se encontré que un gran nimero de compuestos esta-
bilizaba D(II)FGFR1. Por ejemplo, se encontré que todos los azicares, D(+)-glucosa, D(+)-sacarosa, xilitol y sorbitol
estabilizaban todos (y se supone que se unian a) D(IFGFR1. Este resultado puede concordar con las propiedades
conocidas de unién a heparina de esta proteina. El tripolifosfato, un mimético de heparina de polielectrolito conocido,
produjo el mayor desplazamiento: aproximadamente 11°C. Este resultado concuerda con las propiedades de unién a
heparina de esta proteina (Pantoliano, M. W. et al., Biochemistry 33:10229-10248 (1994)).

Por tanto, en una situacion en la que un usuario no sabe nada sobre esta proteina (como es el caso normalmente
cuando se clona un gen nuevo y se desconoce la funcién de la proteina codificada), la informacién obtenida seleccio-
nando sélo los compuestos de la placa 1 habria proporcionado al usuario cierta evidencia de que D(II)FGFR1 podria
clasificarse como una proteina de unién a heparina.

Ejemplo 5
Identificacion de dianas proteicas que contienen sitios de union a ADN

El represor lac es normalmente una proteina tetramérica, un dimero de dimeros. Sin embargo, esta proteina ha de-
mostrado unirse a ADN en su estado dimérico. Lewis et al. resolvieron la estructura cristalina del represor Lac unido
a su ligando de ADN relacionado (Lewis et al., 1996, Science 271:1247-1254). Se obtuvieron un dimero alterado ge-
néticamente, uno que puede formar un tetrdmero y un oligonucledtido 21-mérico sintético, la secuencia palindrémica
del operador /ac nativo, del Dr. Mitch Lewis en la Universidad de Pennsylvania. Se sometié a ensayo la unién del
operador lac sintético al represor lac mutante usando el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca.

La concentracién final del represor lac fue de 60 uM en Tris-HCI 200 mM, pH 8. Se prepararon las reacciones
en pocillos con fondo en V de placas de microtitulacién de policarbonato de 96 pocillos. La concentracién final de
1,8-ANS fue de 100 uM. La concentracion final de cada una de las moléculas probadas para determinar su unién se
muestra en la figura 7. Se mezcl6 el contenido mediante captacioén y descarga repetidas en una punta de pipeta de 100
L. Finalmente, se afadié una gota de aceite mineral (Sigma, St. Lois, MO) en la parte superior de cada pocillo de
reaccion para reducir la evaporacidn de las muestras a temperaturas elevadas.

Se calentaron simultdneamente las reacciones de las microplacas, en incrementos de dos grados, desde 25°C hasta
75°C, usando un ciclador con temperatura en gradiente RoboCycler® (Stratagene, La Jolla, CA). Tras cada etapa de
calentamiento, antes del barrido de fluorescencia, se enfrié la muestra hasta 25°C. Se midié la fluorescencia usando un
lector de microplacas de fluorescencia CytoFluor II (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA). Se excit6 ANS con
luz a una longitud de onda de 360 nm. Se midi6 la emision de fluorescencia a 460 nm.

En presencia de ADN de operador sintético 80 uM, la T,, de la transiciéon de desplegamiento del represor lac
se desplaz6 5,6°C (figura 8). La K, calculada a T, es de 6 uM. Usando conjeturas con cierta base para AH; (-10,0
kcal/mol), la K, calculada a 25°C es de 1,2 uM y la K, calculada a la temperatura fisiolégica (37°C) es de 3,4 uM. La
sonda de fluorescencia, 1,8-ANS, no se unié a ADN solo (es decir, no hubo sefial de fluorescencia para la reaccién de
control en la que no se incluyd represor lac).

Estos resultados muestran que puede usarse el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca para someter a
ensayo interacciones de ADN/proteina.

Ejemplo 6
Ensayos de union a ATP

Puede someterse a ensayo la unién a adenosina trifosfato (ATP) y andlogos de ATP usando el ensayo de desplaza-
miento térmico en microplaca. Se disolvieron miosina muscular bovina (Sigma), proteina cinasa dependiente de 3°,5’-
AMPc de corazén bovina (Sigma) y piruvato cinasa muscular de pollo (Sigma) cada una en tampén A para generar
soluciones madre a una concentracion final de 2 mg/mL. Se disolvieron cloruro de magnesio (MgCl,), adenosina tri-
fosfato, adenosina trifosfato-y-S (ATP-y-S), trifluoruro de aluminio (AIF;) y fluoruro de sodio (NaF) en tampdén A
(HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM) hasta las concentraciones madre usadas en cada experimento. Se prepard
solucién de Dapoxyl™ 12800 diluyendo una solucién madre de Dapoxyl™ 12800 (sal sédica del 4cido 5-4”-dimeti-
laminofenil)-2-(4’-fenil)oxazolsulfénico, Molecular Probes, Inc.) 20 mM en dimetilsulf6xido hasta la concentracién
apropiada en tamp6n A.

En las reacciones con ATP y ATP-y-S, cada muestra contenia 12 uL. de solucién madre de proteina (2 mg/mL),
9,6 uL. de o bien ATP o bien ATP-y-S (50 mM), 4,8 uLL de MgCl, (100 mM) y 21,6 uL de una solucién de 222 uM
de Dapoxyl 12800 en tampoén A. En las reacciones con ATP, trifluoruro de aluminio y fluoruro de sodio, cada muestra
contenia 12 uLL de solucién madre de proteina (2 mg/mL), 9,6 uL. de ATP (50 mM), 9,6 mL de trifluoruro de aluminio
(50 mM) + fluoruro de sodio (50 mM), 4,8 uL. de MgCl, 100 mM y 12 uL de una solucién de Dapoxyl 12800 400 uM
en tampdn A.
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Para el ensayo de desplazamiento térmico, se dispensaron cuatro alicuotas de 10 L de cada mezcla de ensayo
en cuatro pocillos situados en diferentes cuadrantes de una placa de termociclador de 384 pocillos de MJ Research.
Entonces, se afladieron 10 pL de aceite mineral a cada uno de los cuatro pocillos para evitar la evaporacion. Se recogid
cada punto de dato mostrado calentando la placa a las temperaturas mostradas durante tres minutos. Por ejemplo,
se calentd la placa hasta una temperatura dada, y luego se dejo enfriar hasta 25°C durante un minuto, seguido por
iluminacién UV y recogida de los datos. Entonces, se calentd la placa hasta la siguiente temperatura superior, etcétera.
La iluminacién UV se realiz6 usando una iluminacién de longitud de onda larga a 200-420 nm, que tiene un pico a
365 nm. Se obtuvieron imagenes de fluorescencia usando una cdmara de CCD que tiene un filtro de paso de banda
centrado a 550 nm.

La figura 9 muestra los resultados de un ensayo de desplazamiento térmico en microplaca de ATP con respecto
a miosina muscular bovina. Los datos se representan como la intensidad de fluorescencia como una funcién de la
temperatura. La T,, de la curva de desplegamiento térmico de control (sin ATP) fue de 49,3°C (pocillo K2 de la
microplaca). La T,, de la curva de desplegamiento térmico para miosina muscular bovina unida a ATP ((+) ATP) fue
de 51,4°C (pocillo K16 de la microplaca). Por tanto, el AT, para la unién a ATP fue de 2,1°C. La K, fue de 440 M.

La figura 10 muestra los resultados de un ensayo de desplazamiento térmico en microplaca de ATP-y-S con res-
pecto a proteina cinasa dependiente de 3°,5’-AMPc. Los datos se representan como la intensidad de fluorescencia
como una funcién de la temperatura. La T,, de la curva de desplegamiento térmico de control (sin ATP-y-S) fue de
46,2°C (pocillo E14 de la microplaca). La T, de la curva de desplegamiento térmico para proteina cinasa dependiente
de 3°,5’-AMPc unida a ATP-y-S ((+) ATP-y-S) fue de 51,8°C (pocillo M15 de la microplaca). Por tanto, el AT,, para
la unién a ATP-y-S fue de 5,6°C. La K, fue de 200 uM. Los resultados, incluyendo los resultados para piruvato cinasa,
se resumen en la tabla 4.

TABLA 4

Resumen de los resultados para enzimas que se unen a ATP. El valor entre paréntesis es la desviacion estdndar

ATP-y-S ATP ATP + AIF,
(10 mM) (10 mM) (10 mM)
Referencia
Tn AT, ATp, AT,
Miosina 494 0,0 (£0,2) 2,2(£0,4) 2,8(0,4)
3’,5’-AMPc-proteina cinasa 447 56(@1,7) 7,5 (£0,7) 8,2(x1,9)
Piruvato cinasa 54,5 0,8(£0,11) | -044(x0,1) | -027(£0.2)

Ejemplo 7
Ensayo de union a dcido folico

Puede someterse a ensayo la unién a 4cido félico usando el ensayo de desplazamiento térmico en microplaca. Se
disolvieron dihidrofolato reductasa hepatica bovina (DHFR, Sigma), dihidrofolato reductasa hepdtica de pollo (DH-
FR, Sigma), arilamina acetiltransferasa hepdtica de paloma (ArAcT, Sigma) y dcido formimino-glutdmico transferasa
hepatica porcina (FGT, Sigma) cada una en tampén A (HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM) para generar solucio-
nes madre a una concentracién final de 2 mg/mL. Se prepararon soluciones de 4cido hidrofélico (FAH,), metotrexato,
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADP) disolviendo material s6lido en tampén A inmediatamente antes de
su uso. Se preparé una solucién de Dapoxyl™ 12800 diluyendo una solucién madre de Dapoxyl™ 12800 20 mM en
dimetilsulféxido hasta la concentracién apropiada en tampon A.

Cada muestra de ensayo contenia 12 uL. de solucién madre de proteina (2 mg/mL), 4,8 uL de solucién madre de
bien o dcido hidrofélico (FAH,) o bien metotrexato (1 mM), y 31,2 uL. de una solucién de Dapoxyl™ 12800 154 uM
en tampo6n A. Cada muestra contenia 12 uL. de solucién madre de proteina (2 mg/mL), 4,8 uL de solucién madre de
NADP (50 mM), y 31,2 uL de una solucién de Dapoxyl™ 12800 154 uM en tampén A.

Para el ensayo de desplazamiento térmico, se dispensaron cuatro alicuotas de 10 L de cada mezcla de ensayo
en cuatro pocillos situados en diferentes cuadrantes de una placa de termociclador de 384 pocillos de MJ Research.
Entonces, se afiadieron 10 ul. de aceite mineral a cada uno de los cuatro pocillos para evitar la evaporacién. Se
recogi6 cada punto de dato mostrado calentando la placa a la temperatura mostrada durante tres minutos, seguido por
incubacién a 25°C durante un minuto, seguido por iluminacién UV y recogida de los datos. Los resultados se muestran
en la tabla 5.
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TABLA 5
Resultados para proteinas que se unen a metotrexato, FAH, y NADP. El valor entre paréntesis es la desviacion
estdndar
Metotrexato FAH, NADP
(100 uM) (100 uM) (5 mM)
Proteina Referencia
Tn AT, AT, ATy
DHFR 52,47 70(x0,1) 1-0,64(x£02) | 3,2(+0,13)
DHFR 56,6 86(x02) | 2,5(x0,2) 3,8(+0,4)
Arilamina acetiltransferasa 49 .8 1,0 ( 0,4) -1,8 (£0,5) 2,8 (+0,4)
Acido formimino-L-glutimico transferasa 47,2 0,9(£0,5 | 3,62(x04) | 00(02)

Ejemplo 8
Ensayo de la union de metotrexato/NADP(H)

La capacidad para medir desplazamientos de temperatura para la unién de metotrexato y NADPH, tanto por sepa-
rado como simultdneamente, es otro ejemplo de la utilidad de la presente invencién en la medicidn de interacciones
de unién de multiples ligandos. En este caso, los sitios de unién de los dos ligandos estdn préximos, y existe coope-
ratividad positiva en la unién de los dos ligandos, tal como se muestra por el hecho de que el desplazamiento térmico
para ambos ligandos que se unen simultdneamente es de 2-4 grados mas que el total de los desplazamientos para cada
unién de ligando por separado (tabla 6).

Puede someterse a ensayo la unién a metotrexato (MTX) y NADPH usando el ensayo de desplazamiento térmico en
microplaca. Se disolvieron dihidrofolato reductasa hepatica bovina (DHFR, Sigma) y dihidrofolato reductasa hepatica
de pollo (DHFR, Sigma) cada una en tamp6én A (HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM) para generar soluciones
madre a una concentracién final de 2 mg/mL. Se prepararon todas las soluciones madre de ligandos disolviendo
material sélido en tamp6én A inmediatamente antes de su uso. Se diluyeron adicionalmente las soluciones madre de la
forma reducida de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH, 100 mM), NADP (100 mM) y metotrexato (1
mM) en tampdn A hasta el doble de la concentracién de ensayo final (soluciones madre 2x): metotrexato (200 uM),
NADP (20 mM), NADPH (20 mM), metotrexato + NADP (200 uM + 20 mM), metotrexato + NADPH (200 uM +
20 mM). Se prepar6 una solucién de Dapoxyl™ 12800 diluyendo una solucién madre de Dapoxyl™ 12800 20 mM
en dimetilsulféxido hasta la concentracién apropiada en tampén A. Se afiadieron 5 uL. de cada solucién madre de
proteina a 25 uL. de solucién madre de ligando 2x mezclados con 20 uL de una solucién de Dapoxyl™ 12800 250 uM
en tampén A.

Las concentraciones de ligando finales fueron NADP 10 mM, NADPH 10 mM y MTX 100 M.

Para el ensayo de desplazamiento térmico, se dispensaron cuatro alicuotas de 10 L. de cada mezcla de ensayo
en cuatro pocillos situados en diferentes cuadrantes de una placa de termociclador de 384 pocillos de MJ Research.
Entonces, se afiadieron 10 ul. de aceite mineral a cada uno de los cuatro pocillos para evitar la evaporacién. Se
recogid cada punto de dato mostrado calentando la placa a la temperatura mostrada durante tres minutos, seguido por
incubacién a 25°C durante un minuto, seguido por iluminacién UV y recogida de los datos.

La figura 11 muestra los resultados de un ensayo de desplazamiento térmico en microplaca de metotrexato con
respecto a dihidrofolato reductasa. Los datos se representan como la intensidad de fluorescencia como una funcién de
la temperatura. La T,, de la curva de desplegamiento térmico de control (sin MTX) fue de 47,2°C (pocillo M1 de la
microplaca). La T,, de la curva de desplegamiento térmico para DHFR unida a metotrexato ((+) MTX) fue de 56,4°C
(pocillo G6 de la microplaca). Por tanto, el AT,, para la unién a metotrexato fue de 9,2°C. La K, fue de 24 nM.

La figura 12 muestra los resultados de un ensayo de desplazamiento térmico en microplaca de NADPH con res-
pecto a dihidrofolato reductasa. Los datos se representan como la intensidad de fluorescencia como una funcién de la
temperatura. La T, de la curva de desplegamiento térmico de control (sin NADPH) fue de 50,8°C (pocillo G8 de la
microplaca). La T, de la curva de desplegamiento térmico para DHFR unida a NADPH ((+) NADPH) fue de 53,8°C
(pocillo B20 de la microplaca). Por tanto, el AT,, para la unién a NADPH fue de 3°C. La K fue de 0,7 uM.
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TABLA 6

AT, de ligando complejado a DHFR. El valor entre paréntesis es la desviacion estdndar

Proteina | NADP | MTX | Suma® |NADP+ | NADPH | MTX | Suma® |NADP+
MTX" MTX®
DHFR |75 10,1 17,6 (20,9 11,9 10,1 22 238
(pollo) |(*0,38) | (032) (*04) |13 |#0,32) (£ 0,4)
DHFR [6,3 77 14 18,1 9,7 7,7 174 (24,6
(vaca) |(0.1) [(*03) (£04) |(x02) |(0,3) (£ 0,6)

* El valor mostrado es la suma de los AT, observados a partir de la proteina incubada por separado
con cada ligando.

® El valor mostrado es el AT,, observado cuando se incubé la proteina simultaneamente con ambos

ligandos.

Ejemplo 9

El 4cido dihidrofdlico es un sustrato de dihidrofolato reductasa (DHFR). El metotrexato es un andlogo del dcido
folico que se une a DHFR. Como evidencia de que el método de la presente invencion es fiable, se demostré que el
método puede usarse para detectar la unién de dcido dihidrofélico a DHFR. Se combiné DHFR hepética bovina con 80
compuestos para seleccionar la funcién de la proteina, y se detectd la unién a metotrexato, pero no a otros compuestos
varios.

Cada pocillo de la placa de compuestos de microfuente n® 198104 contenia uno de 80 compuestos diferentes a una
concentraciéon 10 mM en dimetilsulféxido. Cada solucién de compuesto se diluyé en tampén A (HEPES 50 mM, pH
7,5, NaCl 100 mM) hasta una concentracion final de 200 uM en pocillos separados de una placa de poliestireno de 384
pocillos. Se transfirieron 5 uLL de la solucién contenida en cada pocillo a una placa de polipropileno de MJ Research
que contenfa 5 ul. de DHFR hepdtica bovina (a una concentracién de 0,5 mg/mL y colorante Dapoxyl™ 12800 a una
concentracién de 200 uM, produciendo concentraciones finales de ligando 100 uM, DHFR 0,25 mg/mL y Dapoxyl
100 uM en el volumen de 10 L de cada pocillo.

Se afadieron 10 pL de aceite mineral a cada pocillo para evitar la evaporacion. Entonces, se midieron los perfiles
de desplegamiento para cada pocillo desde 25 hasta 70°C, recogiendo puntos de datos a cada temperatura, separadas
por incrementos de un grado. Cada punto de datos se recogid calentando la placa a la temperatura mostrada durante
3 minutos, seguido por incubacién a 25°C durante un minuto, seguido por iluminacién UV y recogida de los datos
usando una cdmara de CCD.

Se recogieron los datos como cuatro réplicas de 80 compuestos en los cuadrantes de una placa de 384 pocillos. Los
cuatro cuadrantes consistieron en: pocillos A2 a H11 (primer cuadrante), pocillos A14 a H23 (segundo cuadrante),
pocillos 12 a P11 (tercer cuadrante) y pocillos I14 a 123 (cuarto cuadrante). Las columnas 1, 12, 13 y 24 consisten en
pocillos de referencia que contienen s6lo DHFR y dimetilsulféxido.

Los pocillos F2, F14, N2 y N14 contenifan metotrexato. Se reveld la unién mediante software de ajuste como un
pocillo rojo. El metotrexato desplazé la T,, en 5,13 + 0,19 grados (promedio de 4 cuadrantes) y los otros compuestos
en la placa tuvieron un efecto pequefio o ninguno (mostrado como pocillos casi blancos). Estos resultados indicaron
que DHFR se une a metotrexato.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la determinacién de al menos una funcién bioldgica de una proteina diana, comprendiendo dicho
método:

(a) seleccionar una multiplicidad de moléculas diferentes por su capacidad para modificar la estabilidad de
dicha proteina diana, en el que la modificaciéon de la curva de desplegamiento de dicha proteina diana
por una molécula indica que la molécula se une a dicha proteina diana, comprendiendo dicha etapa de
seleccion:

(al) poner en contacto dicha proteina diana con una o més de dicha multiplicidad de moléculas diferentes
en cada uno de una multiplicidad de recipientes;

(a2) tratar dicha proteina diana en cada uno de dicha multiplicidad de recipientes para hacer que la proteina
se despliegue;

(a3) medir en cada uno de dichos recipientes un cambio fisico asociado con el desplegamiento de dicha
proteina diana;

(a4) generar una curva de desplegamiento para dicha proteina diana para cada uno de dichos recipientes;

(a5) comparar cada una de dichas curvas de desplegamiento en la etapa (a4) con la curva de desplegamiento
obtenida para dicha proteina en ausencia de cualquiera de dicha multiplicidad de moléculas diferentes;

y

(a6) determinar si cualquiera de dicha multiplicidad de moléculas diferentes modifica la estabilidad de
dicha proteina, en el que una modificacion en la estabilidad estd indicada por un desplazamiento en la
curva de desplegamiento;

y

(b) en el que una modificacion en la estabilidad estd indicada en la etapa (a6), determinando al menos una
funcién biolégica de dicha proteina diana mediante:

(bl) la generacion de una primera lista de moléculas que modifican la curva de desplegamiento de dicha
proteina diana; y

(b2) la comparacion de dicha primera lista de moléculas con al menos una segunda lista de moléculas, en
la que las moléculas en dicha segunda lista se sabe que modifican la curva de desplegamiento de un
grupo de proteinas que comparten funcion bioldgica; y

(b3) la determinacion de si alguna molécula en dicha primera lista estd incluida en dicha segunda lista,
determinando asi al menos una funcién biolégica de la proteina diana.

2. Método segtin la reivindicacién 1, en el que la proteina diana puede desplegarse debido a un cambio térmico
y se calienta en la etapa (a2) para generar una curva de desplegamiento térmico para dicha proteina diana como una
funcién de la temperatura para cada uno de dichos recipientes; y determindndose al menos una funcién bioldgica
de dicha proteina diana si las moléculas que desplazan la curva de desplegamiento térmico de dicha proteina diana
desplazan las curvas de desplegamiento térmico de proteinas con las que comparten funcién biolégica.

3. Método segtin las reivindicaciones 1 o 2, en el que, en dicha etapa (a) de seleccidn, la multiplicidad de moléculas
diferentes son las moléculas en dicha segunda lista.

4. Método segun la reivindicacién 2, o la reivindicacién 3 cuando estd adjunta a la reivindicacion 2, en el que dicha
etapa (a5) de comparacion comprende ordenar dichas moléculas en dicha multiplicidad de moléculas diferentes por
su unién a dicha proteina diana segtn la capacidad de cada una de dicha multiplicidad de moléculas diferentes para
desplazar la curva de desplegamiento térmico de dicha proteina diana.

5. Método segtn la reivindicacion 2, o la reivindicacién 3 o 4 cuando estdn adjuntas a la reivindicacién 2, en el
que, en dicha etapa (a2) de calentamiento, dicha multiplicidad de recipientes se calienta simultdneamente.

6. Método segtin la reivindicacién 2, o una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 cuando estdn adjuntas a la
reivindicacion 2, en el que dicha etapa (a4) comprende ademds determinar una temperatura del punto medio (T,,) de
la curva de desplegamiento térmico; y en el que dicha etapa (a5) comprende ademds comparar la T, de cada una de
dichas curvas de desplegamiento en la etapa (a4) con (1) la T, de cada una de dichas otras curvas de desplegamiento
térmico y con (2) la T,, de la curva de desplegamiento térmico obtenida para dicha proteina diana en ausencia de
cualquiera de dichas moléculas diferentes.
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7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha etapa (a3) comprende medir la
absorbancia de luz por el contenido de cada uno de dichos recipientes.

8. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en el que dicha etapa (al) comprende poner en
contacto dicha proteina diana con una molécula de sonda de fluorescencia en cada uno de dicha multiplicidad de
recipientes y en el que dicha etapa (a3) comprende:

(i) excitar dicha molécula de sonda de fluorescencia, en cada uno de dicha multiplicidad de recipientes, con
luz; y

(i) medir la fluorescencia de cada uno de dicha multiplicidad de recipientes.

9. Método segtn reivindicacion 8, en el que dicha etapa (a3)(ii) comprende ademds medir la fluorescencia de cada
uno de dicha multiplicidad de recipientes en un recipiente cada vez.

10. Método segtn reivindicacién 8, en el que dicha etapa (a3)(ii) comprende ademas medir la fluorescencia de un
subconjunto de dicha multiplicidad de recipientes simultdneamente.

11. Método segun reivindicacién 8, en el que dicha etapa (a3)(ii) comprende ademds medir la fluorescencia de cada
uno de dicha multiplicidad de recipientes simultdneamente.

12. Método segiin una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en el que dicha etapa (a3) comprende:

(i) excitar residuos de triptéfano en dicha proteina diana, en cada uno de dicha multiplicidad de recipientes,
con luz; y

(i) medir la fluorescencia de cada uno de dicha multiplicidad de recipientes.

13. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 12, en el que dicha multiplicidad de recipientes en la etapa
(al) comprende una multiplicidad de pocillos en una microplaca.

14. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13, llevado a cabo en un aparato que comprende:

un primer bloque conductor de calor en contacto con una primera pluralidad de muestras proporcionadas
en pocillos separados de una placa de microtitulacién, comprendiendo cada una de dichas muestras dicha
proteina diana y uno o mds de una multiplicidad de compuestos diferenciados de una biblioteca de sondas
funcionales;

un controlador de temperatura acoplado a dicho primer bloque conductor de calor;
una fuente luminosa dispuesta adyacente a dicho primer bloque conductor de calor;
un sensor de emision de fluorescencia dispuesto adyacente a dicho primer bloque conductor del calor; y

medios para procesar una sefial de emision espectral obtenida a partir de dicho sensor de emisién de fluo-
rescencia;

en el que la multiplicidad de compuestos diferenciados de la biblioteca de sondas funcionales se compone de una
pluralidad de vitaminas, una pluralidad de coenzimas, una pluralidad de compuestos que tienen grupos funcionales
de residuos de aminoacidos y miméticos de los mismos, una pluralidad de quelantes de metales, una pluralidad de
iones metdlicos, una pluralidad de hidratos de carbono, una pluralidad de acidos nucleicos, una pluralidad de lipidos,
una pluralidad de enzimas, una pluralidad de esteroides, una pluralidad de hormonas aminicas, una pluralidad de
alcaloides, una pluralidad de moléculas de farmacos genéricos y una pluralidad de productos naturales; y

en el que dicha biblioteca de sondas funcionales tiene una diversidad suficiente de compuestos para determinar al
menos una funcién biolégica de la proteina diana cuando se prueba la multiplicidad de compuestos de la biblioteca
de sondas funcionales usando dicho aparato para determinar su capacidad para desplazar la curva de desplegamiento
térmico de la proteina diana y se comparan con una lista de compuestos que se sabe que modifican la estabilidad de
un grupo de proteinas con las que comparten la funcién bioldgica.
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