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ES 2319422 T3

DESCRIPCION

Ensayo de deteccién.
La presente invencidn se relaciona con un ensayo de deteccidn.
Antecedentes de la invencion

La gendémica funcional es un campo de investigacion cuyo propdsito es entender lo que hace cada gen, cémo
es regulado y cémo interactian los diferentes genes y productos de genes. Un aspecto importante de la genémica
funcional es entender la estructura y funcién de los productos de genes, como las proteinas, asi como ser capaz de
determinar dénde, cuando y en qué grado son expresados los genes. El término patrones de expresion o andlisis de
expresion comprende generalmente tanto estudios de expresion del ARNm (andlisis de transcripcién) como andlisis
de proteina (andlisis del proteoma o proteémica).

El andlisis de transcripcion se realiza tipicamente utilizando ADN en un formato de micromatriz, permitiendo
la deteccion paralela de miles o decenas de miles de moléculas de ARNm simultineamente (e.g., utilizando micro-
matrices disponibles comercialmente de e.g., Affymatrix, EE.UU.). Tipicamente estos micromatrices se utilizan para
mapear la distribucion de transcriptos en diferentes tejidos o para estudiar las diferencias en los niveles de expresién
del ARNm entre, e.g., individuos sanos y enfermos. Las aplicaciones en el desarrollo farmacos y en el descubrimiento
de farmacos incluyen la identificacién de una diana y la estratificacién del paciente.

El patrén de expresion de proteina, o protedmica, es el andlisis global del contenido de proteina en, por ejemplo,
un tejido o una poblacién celular.

La electroforesis bidimensional unida a la espectrometria de masas es una técnica bien establecida para el andlisis
de muestras de proteinas complejas con un poder de resolucién lo suficientemente alto como para separar miles de
protefnas. Las principales desventajas de esta técnica son la falta de un rango dindmico (las proteinas estructurales y
las abundantes enzimas metabdlicas tienden a enmascarar especies menos abundantes), su baja produccién y una alta
intensidad de trabajo.

La desorcién/ionizacién por ldser de superficie (SELDI) (Weinberger et al, 2002, Journal of Chromatography
B, 782, 307-316) es una técnica basada en el enriquecimiento selectivo de una subpoblacién de proteinas en una
superficie de afinidad (e.g., intercambio i6nico, fase reversa, anticuerpos) seguida de un andlisis espectrométrico de
masas realizado por espectrometria de masas en tiempo de vuelo con desorcién/ionizaciéon mediante laser asistida por
matriz (MALDI-TOF), una técnica en la cual un coprecipitado de una matriz que absorbe luz UV y de biomoléculas
es irradiado mediante pulsos ldser de nanosegundos. La mayoria de la energia del ldser es absorbida por la matriz,
lo cual previene la fragmentacion no deseada de la biomolécula. Las biomoléculas ionizadas son aceleradas en un
campo eléctrico y separadas de acuerdo a su proporcion masa-carga en un tubo de vuelo. No obstante, el poder de
resolucién del sistema es limitado debido a la restringida resolucién de la espectrometria de masas MALDI-TOF para
el andlisis de proteinas grandes y la separacion de proteinas por debajo del nivel 6ptimo que se alcanza mediante el
tipo de extraccién por pasos en fase sélida de la técnica de separacion empleada.

Otra técnica alternativa, conocida como marcaje isotopico diferencial (ICAT) (Gygi et al., 1999, Nature Biotech-
nology, 17(1), 994-9), utiliza un marcaje de biotina a una cisteina especifica para comparar el patrén de expresion de la
proteina en dos muestras diferentes. El marcaje permite la extraccion de un péptido que contiene cisteina de mezclas
de proteinas digeridas con tripsina, lo cual reduce la complejidad de los fragmentos del péptido a un nivel en que se
puede realizar un andlisis mds facilmente. Mediante el uso de dos marcajes diferentes con composiciones isotopicas
diferentes, se pueden distinguir péptidos que se originan a partir de las dos muestras haciendo el andlisis mediante
espectrometria de masas y se puede obtener una estimacién relativa de la cantidad. Sin embargo, las limitaciones de
la técnica ICAT incluyen una reduccién insuficiente de la complejidad de muestras altamente complejas, requiriendo
una separacion ulterior mediante cromatografia liquida, y el hecho de que no se detectan las proteinas que carecen de
cisteina.

Todas las técnicas mencionadas anteriormente presentan una serie de limitaciones concernientes, por ejemplo, a
la sensibilidad, velocidad, resolucion y capacidad para ser aplicadas en diferentes tipos de proteinas, e.g., proteinas
solubles y unidas a membranas.

La WO 02/086081 describe un método de identificacién de una proteina que incluye la ruptura de la proteina con un
agente proteolitico para producir fragmentos de péptidos, contactando los fragmentos con una matriz que comprende
reactivos ligantes, detecta uniones y compara uniones a un set de referencia.

Otros métodos para analizar muestras de proteinas conocidos en la técnica anterior incluyen la captura de péptidos
generados por la tripsina utilizando anticuerpos, cada uno de los cuales se une especificamente a un péptido conocido
de una proteina conocida (Scrivener, E. et al., 2003, Proteomics 3(2), 122-8; WO 02/25287). Los péptidos capturados
son caracterizados después por espectrometria de masas MALDI-TOF. Un acercamiento similar estd descrito por
Nelson et al (1996. Anal Chem 67, 1153-8) donde anticuerpos especificos capturan proteinas intactas y las proteinas
capturadas son extraidas y analizadas por espectrometria de masas.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319422 T3

Ambos tipos de acercamientos presuponen la identidad de los componentes de la proteina a ser analizados y
requieren la generacién de moléculas ligantes para cada proteina individual. Por lo tanto, para disefiar una matriz que
detecte y meda, e.g., 2000 proteinas, estas 2000 proteinas o péptidos deben ser aislados o sintetizados y después hay
que generar 2000 anticuerpos especificos u otras moléculas ligantes. En contraste, la presente invencién puede detectar
un gran nimero de péptidos, como 10.000, los cuales pueden representar otras tantas proteinas, mediante la utilizacién
de muchos menos, tal como sélo 200, ligantes diferentes.

Descripcion de la invencion

Por consiguiente, un primer aspecto de la presente invencién proporciona un método para el andlisis de una muestra
heterogénea de péptidos, o fragmentos de proteinas o péptidos, comprendiendo el método,

(a) separar la mezcla heterogénea de péptidos, o fragmentos de proteinas o péptidos, en clases heterogéneas me-
diante la unién de los miembros de cada clase a una distancia espaciada en una posicién definida sobre una matriz, en
donde los miembros de cada clase tienen una configuracion comun a esa clase; y

(b) caracterizar los péptidos o fragmentos de proteinas o péptidos, en cada clase mediante la determinacidén de las
masas de los péptidos, o fragmentos de proteinas o péptidos, en clases heterogéneas, y la determinacién de la cantidad
de péptidos, o fragmentos de proteinas o péptidos, de masas diferentes en clases heterogéneas.

La mezcla heterogénea de péptidos o de proteinas puede ser extraida a partir de una muestra celular o de tejido,
o derivada de la fragmentacién de una muestra heterogénea de péptidos o proteinas extraidas a partir de una muestra
celular o de tejido, tipicamente (pero no necesariamente) de origen humano. La muestra celular o de tejido puede
ser derivada de un tejido normal o enfermo. La muestra celular o de tejido puede ser derivada de tejidos en varios
estados de diferenciacion o de actividad. Fuentes apropiadas adicionales de proteinas y péptidos incluyen las lineas
celulares eucariotas y procariotas, materiales tisulares de ratones knockout y otros modelos animales asi como plantas
transgénicas y material de planta.

La muestra heterogénea puede ser procesada antes del andlisis para extraer la cantidad de proteinas o péptidos en
particular, como la albimina y/o inmunoglobulinas en una muestra de suero, o para aumentar una muestra para una
proteina o péptido en particular o grupo de proteinas o péptidos.

Cada clase heterogénea de péptidos o proteinas consta de todos los péptidos o proteinas en la muestra heterogénea
que se unird a una molécula ligante especifica presente en la matriz. La molécula ligante se selecciona por su capacidad
para unirse a la configuracidn, preferiblemente a una proteina o péptido particular, y por ello la molécula ligante puede
unir tipos diferentes de protefnas y péptidos que contienen la misma configuracion. Preferiblemente cada molécula
ligante es especifica para una configuracién dada. Por lo tanto, una clase heterogénea de proteinas o péptidos se une a
una molécula ligante dada en un método de la presente invencién que comprende tipicamente, como media, al menos
dos, tipicamente mds de dos, p. ej. 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 o m4s, tipos diferentes de proteinas o péptidos.
Por “tipo diferente” incluimos el significado de la diferencia de las proteinas y péptidos en la secuencia aminoacidica,
masas, modificaciones post-traduccionales y semejantes.

Por consiguiente, las proteinas y péptidos son clasificadas mediante la presente invencion segin su capacidad para
ser capturadas y retenidas por una molécula ligante especifica. Una clase heterogénea de péptidos o proteinas se unira
a una molécula ligante especifica debido a la presencia de una configuracién comin de todos los miembros de una
clase particular. La identidad de la unién a la configuracién en cada clase de péptidos es, por lo tanto, una consecuencia
de la especificidad de unién de la molécula ligante que define a cada clase.

La configuracién puede ser una secuencia lineal o no lineal de aminodacidos tal como cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve, diez o mds aminodcidos. Una configuracion lineal es formada a partir de aminodcidos adyacentes. Una configu-
racién no lineal comprende aminoédcidos no adyacentes en la secuencia pero que estdn generados en una proximidad
cercana a los otros como resultado del pliegue tridimensional de la proteina o péptido.

Las moléculas ligantes en la matriz pueden ser especificas a las secuencias en puntos particulares dentro de una
proteina o péptido, como las secuencias del C-terminal, el N-terminal, o en una posicién definida relacionado a una
caracteristica interna, como una secuencia o un aminodcido modificado. Por ejemplo, todas las moléculas ligantes
en la matriz pueden ser especificas para las secuencias del C-terminal, pero cada tipo de molécula ligante puede ser
especifica para una secuencia diferente de C-terminal que otros tipos de moléculas ligantes en la matriz.

Similarmente, las moléculas ligantes sobre la matriz pueden ser especificas a secuencias que contienen una mezcla
de aminoécidos “constantes” y variables. Los aminodcidos constantes (como se define mas adelante) pueden pro-
porcionar una caracteristica constante comun a todas las uniones a las configuraciones mediante todas las moléculas
ligantes en la matriz. Sin embargo, la identidad exacta de la unién a la configuracién para cada tipo de molécula ligante
en la matriz puede diferir segiin la inclusién, en cada configuracion, de un set diferente de aminodcidos variables.

Generalmente la configuracion de cada péptido o proteina contendra tres, cuatro o cinco aminoacidos variables.
Estos aminodcidos variables pueden ser identificados como parte de la configuracién debido a su posicién dentro del
péptido o proteina (e.g., relacionado al C-terminal, el N-terminal, o a una caracteristica interna) y/o por formar parte
de una configuracion mayor que también contiene aminodcidos “constantes”.
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Adicionalmente o alternativamente una caracteristica de la configuracién puede ser la presencia de un aminodcido
modificado, como un aminoécido fosforilado o un aminoécido glicosilado. Preferiblemente, la configuracién debe
contener al menos un aminodcido no modificado. De mds preferencia, todos los aminoacidos en la configuracién son
no modificados.

Fragmentacion de la muestra

El método de la invencién puede comprender el paso inicial de fragmentacion de la muestra heterogénea de pro-
teinas o péptidos para producir una muestra heterogénea de fragmentos de péptidos.

La fragmentacion de una muestra heterogénea de proteinas o péptidos puede ser ventajosa debido a que puede
incrementar el niimero de moléculas de péptidos que representan cada proteina o péptido originales. Por ejemplo, si una
proteina es fragmentada en la muestra original, la unién a cualquiera de sus mdltiples fragmentos puede ser utilizada
como un marcador o como presencia y cantidad de tal proteina. En otras palabras, la fragmentacién incrementa las
probabilidades para cualquier proteina o péptido particular que estardn representadas en cualquier clase heterogénea
dada. Esto significa que menos moléculas ligantes pueden ser utilizadas sin reducir la informacién que puede ser
obtenida a partir de cada muestra analizada.

La fragmentacién también permite la deteccidn de proteinas de transmembrana, la cual, sin la fragmentacién, no
puede ser analizada.

TABLA 1

Enzima Sitio Preferido

tripsina R1 = Lys, Arg
Ry =Tyr, Phe, Leu, lle, Val, Trp e
His a un elevado pH

pepsina R4 =Phe, Leu, muchos otros
trombina Ry =Arg
Ri-Arg, Lys, Phe-X (regién del CO

quimiotripsina

Papaina del residuo préximo a Phe
Bromolaina R1 =Lys, Ala, Tyr, Gly
Proteasa de Staphylococcus R1 = Glu, Asp
aureus
Factor Xa R4 =lle-Glu-Gly-Arg
termolisina Rz = Tyr, Phe, Leu, lle, Trp e His

En donde, R, y R, estan definidos conforme a la férmula siguiente:

N — terminal — NH — CHR, — CO — NH — CHR, — CO - C — terminal

El paso de fragmentacién de la muestra heterogénea de proteinas, polipéptidos o péptidos puede ser alcanzada
mediante cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, puede ser utilizada la escisién quimica o enzimadtica.
Numerosos métodos de escisién quimica o enzimdtica son conocidos en la técnica (i.e., dirigida por proteasas). Por
ejemplo, las proteasas incluyen a la tripsina, quimiotripsina, pepsina, trombina, papaina, bromolaina, termolisina,
subsilisina, Factor Xa, la proteasa de Staphylococcus aureus, y la carboxipeptidasa A. En una realizacion preferida,
el método de fragmentacion escindird las proteinas, polipéptidos o péptidos en localizaciones definidas. La escisién
enzimdtica es tipicamente dirigida por secuencia, como es mostrado previamente en la Tabla 1. Los métodos de
escision quimica pueden también ser dirigida por secuencia, e.g., la fragmentacién con bromuro de cianégeno, la cual
escindird una proteina o péptido en el sitio C-terminal de la metionina.

Asi, por ejemplo, la escision con tripsina es un medio de fragmentacién dirigida por secuencia, ya que la escisién
esté dirigida por la presencia de residuos de arginina o lisina en una proteina, polipéptido o péptido, y por consiguiente
produce la escisién de fragmentos que tienen, como residuo en su C-terminal, ya sea arginina o lisina. Un experto
conocerd muchos otros métodos de fragmentacién “dirigida”, tales como los descritos en WO 02/25287.

Generalmente, la configuracion en cada fragmento estard en la misma posicién en cada fragmento respecto al sitio
de escision. De este modo, por ejemplo, donde son creados los fragmentos por el mecanismo de escision dirigida por
secuencia (ver debajo), entonces la configuracién puede comprender uno o mas aminodcidos adyacentes al sitio del
terminal creado por la escision, algunos de los cuales pueden ser constantes como resultado del mecanismo de escisién
dirigida por secuencia.
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De este modo, uno o mds aminodcidos que forman la secuencia que dirige la escisién pueden ser retenidos en
el fragmento. Por ejemplo, donde es utilizada la escisién con tripsina como método de fragmentacién entonces, los
fragmentos producidos tienen, en sus residuos terminales, bien arginina o bien lisina. De este modo la configuracién
puede incluir aminodcidos que forman parte del sitio de escision.

Por tanto, la configuracién en cada fragmento generado puede comprender uno o més, p. ej. dos, tres, cuatro o mas
aminodcidos constantes. Para los propdsitos de la presente invencidn, un experto apreciard que el término “constante”,
cuando es utilizado en el contexto de un aminoécido dentro de una configuracion, incluye posiciones de aminoacidos
en las cuales hay un bajo nivel de variabilidad, p. j. 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 posibilidades diferentes. Son preferidos
los nimeros mas bajos. Por ejemplo, la configuracién en los fragmentos tripticos puede comprender el aminoécido del
C-terminal, que es entonces un residuo constante ya sea de arginina o de lisina. En otras palabras, la identidad de un
aminodcido “constante” no es tan aleatoria como la de otras posiciones “variables”.

De este modo, la configuracion puede ser formada a partir de una mezcla de aminoacidos constantes y no constantes
(i.e., variables). Generalmente la configuracién contendrd tres, cuatro, o cinco aminodcidos variables, siendo los otros
aminodcidos en la configuracién (cualquiera que haya), constantes entre todos los fragmentos.

Matrices

El paso de separacion de la mezcla heterogénea de proteinas, péptidos y/o fragmentos de éstos en clases heterogé-
neas es alcanzado en funcién de la presencia de una configuracién mediante la unién de los miembros de cada clase a
una distancia espaciada en una posicion definida en la matriz.

Las matrices son bien conocidas per se en la técnica. Tipicamente estdn formadas de una estructura lineal o bi-
dimensional teniendo regiones (“puntos”) a una distancia espaciada (i.e., separadamente), teniendo cada una un area
finita, formada de un soporte sélido en la superficie. Una matriz puede ser una estructura esférica en donde cada
perla puede ser identificada mediante un cédigo molecular o un cédigo de color o identificada en un flujo continuo.
El andlisis puede ser también realizado secuencialmente en donde la muestra es pasada sobre una matriz de puntos
adsorbiendo cada una las clases de moléculas a partir de la solucién. El soporte sélido es tipicamente de vidrio o de
un polimero, siendo los polimeros més cominmente utilizados los de celulosa, poliacrilamida, nylon, poliestireno,
cloruro de polivinilo o de polipropileno. Los soportes s6lidos pueden estar en forma de tubos, perlas, discos, chips de
silicio, microplatos, membrana de de fluoruro de polivinildeno (PVDF), membrana de nitrocelulosa, otras membranas
porosas, membranas no porosas (e.g., plastico, polimero, vidrio acrilico, silicio, entre otras), una variedad de ejes poli-
méricos, o una variedad de pocillos de microtiltulacion, o cualquier otra superficie conveniente para la inmovilizacién
de proteinas, polinucledtidos y otras moléculas convenientes y/o conducciéon de un inmunoensayo. Los procesos de
unién son bien conocidos en la técnica y consisten generalmente del entrecruzamiento covalentemente de la unién o
de la adsorcidn fisicamente de una molécula de proteina, polinucleétido, o semejante al soporte s6lido. Mediante la
utilizacion de técnicas bien conocidas, como el marcaje por contacto o no contacto, enmascaramiento o la fotolito-
grafia, pueden ser conocidas la posicién de cada punto. Para revisiones ver a Jenkins, R.E., Pennington, S.R. (2001,
Proteomics, 2,13-29) y Laf et al., (2002, Drug Discov Today 15; 7 (18 Suppl): S143-9).

Tipicamente la matriz es una micromatriz. Por “micromatriz” incluimos el significado de una matriz de regio-
nes que tienen una densidad de regiones discretas de al menos unos 100/cm?, y preferiblemente de al menos unos
1000/cm?. Las regiones de una micromatriz tienen dimensiones tipicas, e.g., didmetros, en un rango aproximado de
10-250 pum, y se separan de otras regiones de la matriz por la misma distancia aproximadamente.

Tipicamente los puntos sobre la matriz comprenden un ndmero de tipos diferentes de moléculas ligantes (como se
define mds adelante), cada tipo siendo inmovilizado en un punto separado en las matrices. Asi, utilizando un método
que genera puntos con localizaciones definidas, es posible conocer la identidad y/o la afinidad de unién a cada punto
en la matriz.

Preferiblemente, cada tipo de molécula ligante, y por lo tanto, cada punto, es capaz de unir especificamente a
una configuracién previamente definida y los tipos diferentes de moléculas ligantes tienen especificidades diferentes
de unioén. De este modo las proteinas, péptidos y/o fragmentos de éstos que se unen a un punto compartirdn una
configuraciéon comuin. Contrariamente, las proteinas, péptidos y/o fragmentos de éstos sobre los diferentes puntos
estdn separados en clases heterogéneas basados en la presencia de configuraciones diferentes.

De este modo, en donde la configuracion sea una secuencia terminal, como la secuencia del C-terminal, la molé-
cula ligante de un punto se unird especificamente a las proteinas, péptidos y/o fragmentos de éstos que comprenden
una primera secuencia dada del C-terminal, asi como una molécula ligante en otro punto se unird especificamente
a proteinas, péptidos y/o fragmentos de éstos que comprenden una segunda secuencia dada del C-terminal, siendo
diferentes la primera y segunda secuencias del C-terminal.

En una realizacién, todas las moléculas ligantes en la matriz son especificas para la configuracion del C-terminal.
En otra realizacion, todas las moléculas ligantes en la matriz son especificas para las configuraciones del N-terminal.
En otra realizacién, todas las moléculas ligantes en la matriz son especificas para las configuraciones que no estan
conservadas posicionalmente.
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Donde son fragmentadas las proteinas o péptidos antes del andlisis, las configuraciones diana definidas pueden ser
seleccionadas dependiendo del método de fragmentacion utilizado. Por ejemplo, donde es utilizada la escisién con
tripsina como método de fragmentacién entonces, como se discutié previamente, los fragmentos producidos tienen, en
su residuo C-terminal, ya sea arginina o lisina. De este modo, debe ser ttil separar fragmentos basados, por ejemplo, en
los primeros cuatro residuos del C-terminal. Dado que cada fragmento tendrd ya sea arginina o lisina como su residuo
C-terminal, entonces la variabilidad serd encontrada en las posiciones 2, 3, y 4 (respecto al residuo C-terminal que,
en este contexto, estd designado como posicion 1). En este ejemplo, el nivel maximo de variabilidad desplegada por
el tetrapéptido del C-terminal serd de 2x20x20x20 = 16.000 posibles diferentes configuraciones. Utilizando el mismo
esquema, si la configuracion utilizada para clasificar los fragmentos tripticos estd basada en, por ejemplo, sus primeros
cinco residuos del C-terminal, entonces el nivel de variabilidad maximo desplegado sera de 2x20x20x20x20= 320.000
posibles diferentes configuraciones.

Un experto apreciard que el nimero total de diferentes configuraciones terminales generados puede ser incremen-
tado mediante el aumento del nimero de aminodcidos variables en cada configuracién diana y disminuidas mediante
el reemplazo de aminoécidos variables por aminodcidos constantes. Por otra parte, la cantidad de cada configuracién
en la muestra heterogénea de proteinas, péptidos o fragmentos de éstos puede ser por lo tanto incrementada mediante
la reduccidn del tamaiio de la configuracion y la disminuidos mediante el incremento del tamafio de la configuracion.

Asi, puede usarse un método de fragmentacion que utiliza un mecanismo de escisién dirigida por secuencia para
generar fragmentos que tienen un aminodcido terminal definido o una secuencia terminal definida para reducir el
nidmero total de configuraciones terminales diferentes ante cualquier longitud de la configuracién dada.

Una matriz conveniente para utilizar en un método previamente definido puede comprender un nimero de tipos
diferentes de moléculas ligantes, cada tipo inmovilizada en una posicién diferente y definida en la matriz, en donde
cada tipo de molécula ligante es capaz de unirse especificamente a una configuracién como se describi6 previamente
y en donde los tipos diferentes de moléculas ligantes tienen especificidades de unién diferentes.

No es necesario que la matriz tenga tantos tipos diferentes de moléculas ligantes como posibles configuraciones
diferentes. Esto es debido a que cada molécula ligante es especifica solo para una configuracién, no para una proteina
particular (a diferencia de los métodos de la técnica anterior, como en WO 02/25287), y de esta manera diferentes
proteinas multiples, péptidos o fragmentos de éstos pueden ser unidos en un punto dado de la matriz. Por otra parte,
donde la proteina o péptido de la muestra sea fragmentada antes del andlisis, cada proteina o péptido en la muestra
original puede generar entonces multiples fragmentos. De este modo la matriz puede proporcionar un nimero conve-
niente de tipos diferentes de moléculas ligantes tal como de al menos un fragmento a partir de cada proteina o péptido
en la muestra puede unirse especificamente a una molécula ligante.

De hecho, un experto apreciard que la muestra heterogénea de proteinas o péptidos puede ser caracterizada ntil-
mente aun si no pueden ser representadas todas las proteinas o péptidos de la muestra no fragmentada. Idealmente, el
numero de tipos diferentes de moléculas ligantes proporcionadas en una matriz es conveniente para capturar al menos
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 98, 99 o sustancialmente el 100% de los tipos de proteinas o péptidos en la
muestra, o al menos un fragmento derivado del porcentaje anterior de los tipos de proteinas o péptidos en una muestra.
El porcentaje como es utilizado aqui no se refiere al contenido total de proteina en masa, ya que una muestra puede
comprender muchas proteinas diferentes pero una proteina particular puede predominar y, en este caso, la unién de
la proteina predominante a la exclusién de todas las otras podria representar la captura de un alto porcentaje de la
proteina de la muestra, atin brindaria poca o ninguna informacién proteémica. Mds bien, el porcentaje es utilizado
para reflejar la variedad de las diferente especies proteindceas de la muestra, independientemente de la cantidad de
cada especie. De este modo cada diferente tipo de proteina o péptido en la muestra no fragmentada representa “uno”
y el porcentaje de captura de las proteinas o péptidos de la muestra puede ser determinado mediante el método de la
presente invencion por la suma de todos los fragmentos diferentes de proteinas o péptidos en la muestra no fragmen-
tada como son determinados por los métodos conocidos en la técnica anterior como la electroforesis bidimensional
unida a una espectrometria de masas, y multiplicando por cien.

Como en el ejemplo in silico, una degradacién simulada por la tripsina de 10.000 secuencias de proteinas extraidas
a partir de SwissProt resulta en 400.000 fragmentos de péptidos. La cantidad de péptidos que tiene cada tipo de la
configuracién posible del tetrapéptido con C-terminal varia entre un 0-10%. Una matriz conveniente puede ser formada
mediante la eleccién de moléculas ligantes con una afinidad para unas cantidades de configuraciones convenientes, y
asi un ndmero limitado de diferentes moléculas ligantes serdn capaces de capturar un gran set de fragmentos diferentes.
Por ejemplo, s6lo 200 diferentes de dichas moléculas ligantes, cada una capturando como promedio 100 péptidos,
capturaran 20.000 fragmentos a partir de la digestiéon con tripsina de una preparacién de proteina hechas de una
muestra de tejido. El andlisis in silico del proteoma tedrico que consta de todas las secuencias de proteinas humanas
en SwissProt (aprox. 10.500 secuencias) indica que, si las configuraciones son seleccionadas aleatoriamente de todas
las configuraciones posibles con una frecuencia teérica de aproximadamente 100 en el proteoma definido previamente,
los péptidos capturados contendrian uno o mas péptidos del 75% de todas esas proteinas. Una seleccion racional de
las moléculas ligantes para evitar el solapamiento innecesario (mediante la captura de muchos péptidos de ciertas
proteinas y ninguno de otras) incrementard mds la cobertura.

Por consiguiente, la matriz puede tener al menos 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 o més tipos diferentes de moléculas ligantes como se han definido previamente.
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Cada punto sobre la matriz puede unirse como promedio a 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 200, 400, 600, 800,
900, 1000, 1500, 2000, o m4s tipos diferentes de proteinas, péptidos o fragmentos de éstos, cada uno teniendo la
misma configuracién. En este contexto, “tipos diferentes” de proteinas, péptidos o fragmentos de éstos se refiere a
proteinas, péptidos o fragmentos de éstos que tienen al menos lo siguiente: secuencias diferentes; masas moleculares
diferentes; y/o diferentes modificaciones post-translacionales.

Moléculas ligantes

Las moléculas ligantes pueden ser seleccionadas a partir de una libreria, segiin sus capacidades de unién a una
configuracion dada, como se explica mds adelante.

Al menos un tipo, més tipicamente todos los tipos de moléculas ligantes pueden ser un anticuerpo o fragmentos o
variantes de éstos.

De este modo, un fragmento puede contener uno o mas de los dominios de variable pesada (Vy) o variable ligera
(V). Por ejemplo, el término fragmento de anticuerpo incluye moléculas semejantes al Fab (Better et al (1988) Science
240, 1041); moléculas Fv (Skerra et al (1988) Science 240, 1038); moléculas Fv de simple cadena (ScFv) en donde
los patrones de los dominios Vi y V. estdn unidos via un oligopéptido flexible (Bird et al (1988) Science 242, 423;
Houston et al (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 5879) y anticuerpos de dominio lineal (dAbs) que comprenden
dominios V aislados (Ward et al (1989) Nature 341, 544).

El término “variante de anticuerpo” incluye cualquiera de los anticuerpos sintéticos, anticuerpos recombinantes o
anticuerpos hibridos, tales como pero no limitados a, molécula de anticuerpo de simple cadena producida mediante el
desarrollo de inmunoglobulina en la luz del fago y/o las regiones constantes y/o variables de la cadena pesada, u otras
moléculas inmunointeractivas capaces de unirse a un antigeno en un formato de inmunoensayo que es conocido por
los expertos en la técnica.

Una revision general de las técnicas complejas en la sintesis de fragmentos de anticuerpos los cuales retienen sus
sitios de unién especificos es encontrada en Winter & Milstein (1991) Nature 349, 293-299.

Adicionalmente o alternativamente al menos un tipo, més tipicamente todos los tipos de moléculas ligantes es un
aptamero.

Adicionalmente o alternativamente al menos un tipo, mas tipicamente todos los tipos de moléculas ligantes es un
polinucledtido.

Seleccion de las moléculas ligantes

Las bibliotecas moleculares como las bibliotecas de anticuerpos (Clackson et al, 1991, Nature 352, 624-628; Marks
etal, 1991, J Mol Biol 222(3): 581-97), bibliotecas de péptidos (Smith, 1985, Science 228(4705): 1315-7), bibliotecas
expresadas en ADNc (Santi et al (2000) J Mol Biol 296(2): 497-508), bibliotecas de soportes diferentes a los marcos de
anticuerpos como son los affibodies (Gunneriusson et al, 1999, Appl Environ Microbiol 65(9): 4134-40) o bibliotecas
basadas en aptdmeros (Kenan et al, 1999, Methods Mol Biol 118, 217-31) pueden ser utilizadas como fuente a partir
de la cual las moléculas ligantes son seleccionadas para una configuracién dada para utilizarse en los métodos de la
invencion.

Las bibliotecas moleculares pueden expresadas in vivo en células procariotas (Clackson et al, 1991, op. cit.; Marks
et al, 1991, op. cit.) o en células eucariotas (Kieke et al, 1999, Proc Natl Acad Sci EE.UU., 96(10): 5651-6) o bien
expresarse in vitro sin la participacion de células (Hanes & Pluckthun, 1997, Proc Natl Acad Sci EE.UU. 94(10):4937-
42; He & Taussig, 1997, Nucleic Acids Res 25(24):5132-4; Nemoto et al, 1997, FEBS Lett, 414(2):405-8).

Cuando son utilizadas las bibliotecas basadas en proteinas con frecuencia los genes que codifican las moléculas
ligantes potenciales de las bibliotecas son empaquetados en virus y la molécula ligante potencial es expresada en la
superficie del virus (Clackson et al, 1991, op. cit.; Marks et al, 1991, op. cit; Smith, 1985, op. cit.).

El més comtinmente utilizado hoy en dia de estos sistema son los bacteri6fagos filamentosos que expresan frag-
mentos de anticuerpos en sus superficies siendo expresados como una fusion en la proteina secundaria de la cubierta
del bacteriéfago (Clackson et al, 1991, op. cit.; Marks et al, 1991, op. cif). Sin embargo, también han sido utilizados
otros sistemas de expresion utilizando otros virus (EP 39578), bacterias (Gunneriusson et al, 1999, op. cit.; Daugherty
et al, 1998, Protein Eng 11(9):825-32; Daugherty et al, 1999, Protein Eng 12(7):613-21), y levaduras (Shusta et al,
1999, J Mol Biol 292(5):949-56).

Ademds, recientemente, los sistemas presentados que utilizan uniones del producto del polipéptido que codifica
su ARNm en los llamados sistemas de expresion de los ribosomas (Hanes & Pluckthun, 1997, op. cit.; He & Taussig,
1997, op. cit.; Nemoto et al, 1997, op. cit.), o alternativamente ha sido presentado la unién del producto del polipéptido
a la codificacién del ADN (ver patente EE.UU. No. 5.856.090 y WO 98/37186).
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Cuando las moléculas ligantes potenciales son seleccionadas a partir de las bibliotecas son generalmente emplea-
dos uno o unos pocos selectores de péptidos que tienen configuraciones definidas. Los residuos de aminodcidos que
mantienen la estructura, la disminucién de la flexibilidad en el péptido o las cadenas laterales cargadas hidrofébicas
o polares permitiendo la interaccién con las molécula ligante puede ser utilizada en el disefio de las configuraciones
para los selectores de péptidos. Por ejemplo,

@) La prolina puede estabilizar la estructura del péptido cuando su cadena lateral estd unida al carbono alfa asi
como al nitrégeno;

(i)  La fenilalanina, tirosina y el tript6fano tienen cadenas laterales aromaticas y son altamente hidrofébicos,
mientras que la leucina y la isoleucina presentan cadenas laterales alifaticas y son también hidrofébicas;

(iii)) La lisina, arginina, y la histidina tienen cadenas laterales bésicas y estardn cargadas positivamente a pH
neutro, mientras que el aspartato y el glutamato tienen cadenas laterales acidicas y estardn cargados negati-
vamente a pH neutro;

(iv)  Laserina, treonina, y la tirosina tienen cadenas laterales que contienen grupos hidroxilos, los cuales pueden
participar en los puentes de hidrégenos.

La seleccidn de las moléculas ligantes puede involucrar tipicamente el uso de las tecnologias y sistemas de matrices
para analizar la unién a los puntos correspondientes a los tipos de moléculas ligantes.

Las moléculas ligantes potenciales, e.g., fragmentos de anticuerpos en una biblioteca, pueden ser clonadas y re-
veladas en un formato de la matriz. La posicién del punto puede correlacionarse con la identidad del clon. Después,
los selectores de péptidos que tienen configuraciones definidas deberian permitir la unién a la matriz. Para los puntos
que resultaron contener las moléculas ligantes contra la configuracién definida de un selector de péptido particular,
el selector de péptido particular se une, y la unién brinda una sefial que permite al usuario determinar la posicién
del punto y, de este modo la identidad del clon a partir del cual fue obtenida la molécula ligante positiva. Los falsos
positivos (e.g., moléculas ligantes que se unen a regiones del selector de péptido diferente a la configuracién) pueden
ser evitados, mediante la medicién de la capacidad de los positivos presuntivos de unirse a péptidos similares sin la
configuracién, en donde la unién a estos péptidos similares indica que el unidor presuntivo es un falso positivo.

Similarmente, las bibliotecas de péptidos de polinucledtidos potenciales que se unen a las moléculas ligantes
pueden ser investigadas para la capacidad de unirse a los péptidos selectores que tienen configuraciones definidas
(e.g., utilizando el chip Affymatrix disponible comercialmente).

Una vez aislado un niimero conveniente de moléculas ligantes, un experto puede fabricar una matriz.
Un método para realizar una biblioteca de moléculas ligantes puede comprender los siguientes pasos:

(a) proporcionar, como primer componente, un péptido selector que comprende una configuracién como la
definida previamente;

(b)  proporcionar, como segundo componente, una fuente de moléculas ligantes candidatas, como una biblioteca
molecular como estd definido previamente;

(©) combinacidén del primer y segundo componentes; y

(d)  identificacién de las moléculas ligantes candidatas que son capaces de unirse especificamente a la configu-
racién del péptido escogido en el primer componente.

Una biblioteca, tipicamente una biblioteca en donde los componentes han sido preseleccionados mediante el mé-
todo precedente puede comprender aproximadamente al menos 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300, o més tipos diferentes
de moléculas ligantes, cada tipo siendo capaz de unirse especificamente a una configuracién como esta definido pre-
viamente y los tipos diferentes teniendo especificidades de unién diferentes. Al menos una molécula ligante en la
biblioteca, generalmente todas las moléculas ligantes de la biblioteca, pueden ser anticuerpos o fragmentos o variantes
de éstos, como el Fv, scFv o Fab; aptdmeros; y/o polinucledtidos.

Una biblioteca de moléculas ligantes como la definida previamente puede ser utilizada para producir una matriz
como la descrito previamente.

Un método para producir una matriz conveniente para utilizarla en un método en concordancia con el primer
aspecto de la invencién puede comprender,

(a)  proporcionar una biblioteca de tipos diferentes de moléculas ligantes, cada tipo siendo capaz de unirse espe-
cificamente a una configuracién como la definida previamente y los tipos diferentes teniendo especificidades
de union diferentes; e
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(b)  inmovilizar las moléculas ligantes en una matriz tal que los tipos diferentes de moléculas ligantes estén
inmovilizados en localizaciones definidas y discretas.

Los métodos de inmovilizaciéon de moléculas ligantes como los anticuerpos, aptdmeros, polinucleétidos y seme-
jantes en localizaciones definidas y discretas en una matriz se han discutido previamente, y en cualquier caso son bien
conocidos en la técnica.

Un sistema para analizar una muestra heterogénea de proteinas y péptidos puede comprender una matriz como la
descrita previamente y un portador de datos que comprende la informacién de la identidad y/o propiedades de unién y
la posicidn de cada tipo diferente de molécula ligante en la matriz. El portador de datos puede ser un portador de datos
electrénico, tipicamente en forma de portador de datos legible por ordenador. La informacién puede correlacionar la
posicion (punto) en la matriz con la identidad de un clon de libreria que aport6 la molécula ligante al punto de la matriz,
permitiendo asi al usuario investigar mas sobre las caracteristicas de una molécula ligante producida mediante un clon
dado. De forma adicional o alternativa, el portador de datos puede comprender informacién sobre las caracteristicas
de unién de una molécula ligante en una posicién dada en la matriz.

Condiciones de deteccion

Habiendo proporcionado una matriz conveniente, es posible analizar una muestra en concordancia con el método
de la invencién. Con el fin de separar una muestra heterogénea de proteinas, péptidos y/o fragmentos de éstos en
clases heterogéneas mediante la unién de cada componente de la clase a una posicion definida espaciada en la matriz,
teniendo cada clase heterogénea una configuracion comun a esa clase, es importante que las condiciones de unién sean
convenientemente estrictas para evitar basicamente una unién no especifica.

La formacién de los complejos molécula ligante:configuracion puede ser realizada en una variedad de condiciones.
Las soluciones de reacciones que contienen un fragmento de péptido puede contener grados variables de sal o estar
presentadas en niveles de pH variables. Ademas, la reaccién de unién puede ser llevada a cabo a diferentes tempera-
turas. En general, las condiciones de pH variardn entre 2-10 (de mds preferencia en torno a un pH 8), temperaturas de
0°C-100°C y condiciones de salinidad de 1 uM a 5M (en el caso del NaCl).

Después del paso de combinacién de la muestra heterogénea de proteinas, péptidos y/o fragmentos de éstos con la
matriz en condiciones que permitan especificidad, la matriz es tipicamente lavada para extraer las proteinas, péptidos o
fragmentos de éstos no unidos. Las soluciones apropiadas para lavar pueden contener sales, como el cloruro de sodio,
agentes tampones como el tampén fosfato, agentes caotrépicos como la urea y detergentes como el Tween-20. La con-
centracion de estos componentes, asi como el pH de la solucion, puede ser optimizada para obtener unas condiciones
de lavado estrictas adecuadas. Antes del andlisis de la espectrometria de masas MALDI-TOF (ver mds abajo) la matriz
deberia ser lavada con agua destilada para eliminar las sales, detergentes, polimeros u otros componentes que puedan
interferir con el anlisis.

Un experto puede adaptar la reaccién de unidn y las condiciones de lavado para alcanzar una condicién apropiada
para evitar las uniones no especificas aplicando una mezcla de proteinas, péptidos y/o fragmentos de éstos que tengan
secuencias conocidas para una matriz y la determinando si las proteinas, péptidos y/o fragmentos de éstos se unen no
especificamente (i.e a las manchas que tienen moléculas ligantes de un tipo especifico para una configuracién que no
esté contenida en las proteinas, péptidos y/o fragmentos de éstos en la mezcla). Si se dan uniones no especificas, puede
incrementarse la severidad de las condiciones utilizadas. Alternativamente, el usuario puede reemplazar la molécula
ligante responsable de la baja especificidad por una molécula ligante de mayor especificidad.

Las constantes de afinidad son una medida de la interaccién entre un ligando particular y su co-receptor. La “afi-
nidad de unién” o la medicién de la fortaleza de asociacion entre una molécula ligante particular y la diana de su
configuracién generalmente se mide mediante las constantes de afinidad para las concentraciones en equilibrio de las
configuraciones asociadas y disociadas de la molécula ligante y su diana. Preferiblemente la unién de una molécula
ligante a su configuracién debiera ocurrir a una afinidad de aprox. K, = 10 M o mds para ser ttil para la presente
invencién, siendo mds preferiblemente mayor que 10~ M, y mds preferiblemente entre aprox. 107 M y aprox. 107!
M. Los fre;gmentos de anticuerpos tendrdn por lo general afinidades de unién en el rango de entre aprox. 1077 M a
aprox. 10™° M.

Caracterizacion de las clases heterogéneas de uniones de proteinas, péptidos y/o fragmentos de éstos

Una vez separados en clases heterogéneas en la matriz, las proteinas, péptidos o fragmentos de éstos en cada
clase pueden ser entonces mds caracterizados mediante las técnicas analiticas conocidas en la técnica tales como la
espectrometria de masas por desorcion (e.g., la espectrometria de masas MALDI-TOF, ver Roepstorff, P, 2000, EXS,
86: 81-97), para proporcionar informacion en forma de espectrogramas de masa, en los cuales cada pico indicaré la
presencia, la masa y la cantidad relativa de un péptido especifico.

Cuando se realiza la fragmentacién de la muestra antes del andlisis de la muestra, la identidad de la proteina
o péptido a partir del cual se derivan los fragmentos capturados (i.e., “proteina parental”) puede ser determinada
mediante colision inducida por la espectrometria de masas por disociacidon, la cual puede ser utilizada para obtener
informacién estructural de un péptido.
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También, si se conoce la especificidad de la molécula ligante y se utilizan condiciones suficientemente estrictas,
uno puede saber que una proteina, péptido o fragmento de éstos capturados sobre un mancha dada comprenden una
configuracién dada. Por ejemplo, si la configuracién son los primeros cuatro aminoécidos del C-terminal, entonces es
posible deducir la secuencia del tetrapéptido del C-terminal de todas las proteinas, péptidos o fragmentos de éstos en
una mancha dada.

La informacion del contenido de la configuracién, en combinacién con una determinacién precisa de la masa
obtenida mediante la espectrometria de masas, puede ser suficiente para enlazar la informacion contra una proteina,
péptido o fragmentos de éstos generados mediante un anélisis in silico de una base de datos de secuencias de proteinas,
o en una digestion in silico de las secuencias presentes en ellas.

Por consiguiente, el paso de caracterizacién de las proteinas, péptidos o fragmentos de éstos en cada clase hete-
rogénea comprende caracterizar las uniones de proteinas, péptidos o fragmentos de éstos en cada posicién definida
y diferente de la matriz, mediante la determinacién de las masa de las proteinas, péptidos, o fragmentos de éstos.
Generalmente esto se hace mediante espectrometria de masas por desorcion. El paso de caracterizacion de los frag-
mentos en cada clase heterogénea puede comprender adicionalmente la determinacién de la identidad de las proteinas
o péptidos en la muestra heterogénea no fragmentada a partir de la cual se derivan los fragmentos detectados (i.e.,
“los parentales™). Esto se realiza tipicamente mediante la colisién inducida por la espectrometria de masas. Los datos
adquiridos de este modo pueden proporcionar informacién de la secuencia o pueden ser utilizados para investigar en
las bases de datos de secuencias de proteinas para enlazar las secuencias.

La intensidad relativa de la sefial obtenida a partir del péptido especifico mediante espectrometria de masas es
dependiente de la concentracién, peso molecular, y las caracteristicas de ionizacién del péptido. La calidad de la
cuantificacion puede ser mejorada mediante la adicion de proteinas de referencia marcadas con is6topos (Goshe B G
y Smith D S (2003) Opinion Curr Biotech, 14: 101-109).

La informacién concerniente a la cantidad de un fragmento y a la identidad de la proteina parental puede ser
utilizada para cuantificar la proteina o péptido parentales en la muestra heterogénea no fragmentada.

Uno de los beneficios de la presente invencidn puede ser visto en los andlisis de cada clase heterogénea de proteinas,
péptidos o fragmentos de éstos. La presente invencién proporciona un método en el cual cada clase heterogénea es
analizada sin la necesidad de una separacién adicional de los componentes de cada clase. De este modo la presente
invencidn tiene ventajas sobre los métodos de la técnica precedente la cual utiliza pasos multiples de separacién por
afinidad (como en WO 02/060377), dado que los métodos de la técnica precedente dependen de multiples pasos de
captura/extraccién del péptido y de un complejo sistema de manejo de fluidos, los cuales son laboriosos y consumen
tiempo. Por el contrario, la presente invencion proporciona un método en un solo paso para el sub-fraccionamiento de
las proteinas, péptidos, o fragmentos de éstos en clases heterogéneas diferentes seguido de una caracterizacion directa
de cada clase, e.g., mediante espectrometria de masas.

Adicionalmente, la presente invencién proporciona informacién cualitativa y cuantitativa acerca de cada clase
heterogénea. Por ejemplo, puede ser determinado el peso molecular y la cantidad de cada especie dentro de cada clase.
Esto es una mejora sobre la técnica precedente (e.g., WO 02/060377), la cual solo proporciona la determinacién de la
cantidad total de la proteina en cualquier mancha.

Aplicaciones

Una aplicacién de la invencién es en la comparacién entre muestras diferentes. Un experto apreciard que los datos
generados mediante un método en concordancia con la presente invencién pueden ser extremadamente complejos
e implicar varios miles de unidades de datos diferentes. Puede ser apropiado reunir, almacenar y analizar los datos
generados por medios electrénicos. Por lo tanto, un portador de datos puede comprender informacién obtenida por
un método acorde con el primer aspecto de la presente invencién. Puede proporcionarse un sistema electrénico de
procesamiento de datos, como una computadora, que comprenda un portador de datos que comprenda informacién
obtenida por un método acorde con el primer aspecto de la invencién y medios para la comparacion de la informacién
obtenida a partir del anélisis de las diferentes muestras. En este contexto, un medio para comparar es tipicamente un
programa de ordenador disefiado para comparar los datos generados a partir del andlisis de una variedad de muestras
y resaltar diferencias entre las muestras, permitiendo con ello al usuario identificar facilmente las proteinas y péptidos
candidatos de interés.

Dichas comparaciones pueden incluir muestras de, e.g., tejido normal y tejido enfermo o de e.g., tejidos en varios
niveles de diferenciacién o de activacién. La invencién puede asi ser utilizada para comparar rdpidamente y eficien-
temente un set grande de muestras con el fin de investigar las diferencias en la composicién de proteina o péptido.
Dichas diferencias pueden usarse para identificar moléculas con potencial como dianas de farmacos.

Por tanto, un método para identificar las diferencias en la composicién entre dos 0 mas muestras heterogéneas de

proteinas, polipéptidos o péptidos puede comprender analizar cada muestra mediante un método acorde con el primer
aspecto de la presente invencidn, consecuentemente para identificar cualquier diferencia.
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Una matriz o sistema como el descrito previamente puede utilizarse para analizar una o mds muestras heterogéneas
de proteinas, péptidos y/o fragmentos de éstos, utilizando los métodos descritos previamente. El uso puede ser para
identificar una proteina relacionada a una enfermedad mediante el andlisis de al menos una muestra, tipicamente una
muestra ex vivo, procedente de un individuo con la enfermedad y al menos una otra muestra, tipicamente una mues-
tra ex vivo, procedente de un individuo sin la enfermedad. Las enfermedades convenientes para el andlisis incluyen
enfermedades neurodegenerativas, cancer, enfermedades infamatorias, enfermedades cardiovasculares y desérdenes
metabdlicos.

De este modo, un método para la identificacion de una proteina, polipéptido o péptido relacionado a una enferme-
dad puede comprender la identificacién de diferencias entre dos o mds muestras mediante el método precedente, en
donde al menos una de las muestras analizadas es procede de un individuo con la enfermedad y la otra de las muestras
analizadas procede de un individuo sin la enfermedad.

Ademds, una vez identificada la proteina o el péptido relacionado con la enfermedad, puede suministrarse un
método para diagnosticar el estado de la enfermedad de un individuo consistente en analizar una muestra, tipicamente
una muestra ex vivo tomada del individuo, mediante un método segin el primer aspecto de la presente invencidn, y
determinar si los resultados corresponden con la proteina, polipéptido o péptido asociados a la enfermedad mediante
el método descrito previamente.

Después de diagnosticar una dolencia o enfermedad a un individuo usando los métodos precedentes, dicho indi-
viduo puede ser caracterizado por tener la necesidad de un régimen de tratamiento adecuado a la enfermedad dada
diagnosticada. Por tanto, un método de tratar a un individuo al que se le ha detectado la necesidad del mismo me-
diante un método de diagndstico como el definido previamente, puede comprender administrar una cantidad efectiva
de un agente farmacéutico apropiado para el estado de la enfermedad del individuo. Los médicos serdn capaces de
determinar la cantidad efectiva del agente farmacéutico segtin la edad, peso, género y condicién del paciente.

Un agente farmacéutico puede ser utilizado en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un indivi-
duo identificado por tener la necesidad de este mediante un método diagndstico como el definido previamente.

La invencion serd descrita ahora en més detalle con referencia a las siguientes figuras y ejemplos no limitantes en
donde:

La figura 1 muestra una visién general esquematica de una realizacién de la presente aplicacion.

Las figuras 2-14 muestran el espectro de masas generado mediante el andlisis de los fragmentos de péptidos tripti-
cos unidos a las moléculas ligantes seleccionadas por sus capacidades de unién a los C-terminal de los tetrapéptidos y
hexapéptidos que tienen ya sea arginina o lisina como residuo en el C-terminal.

Ejemplo 1

Este ejemplo describe como una micromatriz puede ser producida y utilizada para detectar péptidos generados
a partir de una mezcla heterogénea de proteinas. En este ejemplo, elegimos fragmentar las proteinas en péptidos
mediante la digestién con tripsina y capturar las subclases de fragmentos de péptidos que utilizan moléculas Fv de
cadena simple (scFv) con propiedades de unién dirigidas hacia el C-terminal de los péptidos.

Generacion de las moléculas ligantes

Disefio de los péptidos selectores: Los péptidos sintéticos se usan como agentes receptores cuando se aislan mo-
1éculas Fv de simple cadena (scFv) convenientes a partir de una biblioteca de expresion de fagos. Los péptidos son
disefiados para capturar particulas de fagos que expresan scFv con afinidad por el C-terminal de un tetrapéptido en el
cual el dltimo aminoécido (i.e., C-terminal) era la arginina o la lisina. Se puede afiadir un espaciador al lado del N-
terminal de este tetrapéptido asi como del N-terminal de la biotina. Las secuencias de aminoacidos son disefiadas para
incluir aminodcidos que es muy probable que generen buenos epitopes, como los aminodcidos hidrofébicos (fenilala-
nina, tirosina, triptéfano, leucina e isoleucina) o aminodacidos cargados (aspartato, glutamato, asparagina, glutamina e
histidina). La metionina es excluida debido a su tendencia a oxidarse, y la cisteina es excluida para evitar problemas
con la dimerizacién debido a la formacién de puentes disulfuros. Las secuencias de los tetrapéptidos también se deci-
dieron en base a su frecuencia en proteinas que aparecen de forma natural. Ejemplos de secuencias convenientes son
la biotina-SGSG-XXXX-COOH en donde XXXX puede ser, e.g., EDFR, EPER, HPDK, LPSR, LQSK, OJEADA,
WDSR o YLDK.

Seleccion de los ligantes especificos a partir de una biblioteca de expresion de fagos
La seleccion de unidores especificos a partir de la biblioteca n-CoDeR puede ser realizada utilizando perlas mag-
néticas cubiertas con estreptavidina (Hawkins, R.E., Russel, S.J. and Winter, G. (1992) J. Mol. Biol., 226, 889-896).

La construccion y el manejo de la biblioteca de expresion de scFv del fago n-CoDeR estd descrita en Soderlind et al
(2000) Nature Biotech, 18, 852-856.
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Un volumen que contiene 1-2 x10'* UFC de las cepas de fagos de la biblioteca es mezclada con el péptido selector
biotinilado (concentracién final del péptido de aprox. 10~ M). Se afiade BSA a una concentracién final del 3%, azida
sddica a una concentracidn final del 0,02% y Tween 20 a una concentracién final del 0,05%. Se incuba a temperatura
ambiente con una agitaciéon moderada durante 1 h. Se afiaden las perlas magnéticas (prebloqueadas con albiimina) y
se incuba durante 15 minutos a temperatura ambiente con una agitacion moderada. Se concentra las perlas con el imén
y se saca el sobrenadante. Se lava las perlas con 3x1 mL de BSA al 3%, Tween 20 al 0,05%, azida sédica al 0,02%
en PBS, seguido de 3xImL de Tween 20 al 0,05% en PBS y finalmente 3x1 mL de PBS. Se extraen los fagos unidos
mediante la adicién de 400 uL de una solucién stock de tripsina (1 mg/mL, Boehringer-Mannheim). Se incuba durante
30 minutos a temperatura ambiente. Se transfiere el adsorbente a un tubo nuevo y se afiaden 40 uL. de una solucién
stock de un inhibidor de la tripsina y la aprotinina (2 mg/mL). Se determina la cantidad de fagos en el adsorbente
(mediante la medicion de la cantidad de UFC después de la infeccién con E. coli).

Las nuevas cepas del scFv del fago son producidas a partir del adsorbente mediante la infeccién del crecimiento
logaritmico de E. coli con los fagos extraidos. Se afiade ampicilina para eliminar las bacterias no infectadas. Las
bacterias infectadas son amplificadas durante 3 h aproximadamente, seguido de la infeccién con los fagos de ayuda y
la induccién de IPTG por la produccién de los scFv expresados por los fagos. El ciclo de seleccion descrito previamente
es repetido dos veces, pero a una concentracién de antigeno de 10~® M para la segunda ronda y 10~ para la tercera. El
adsorbente final resultante es almacenado a 4°C.

Ensayo primario de las moléculas ligantes

El proceso de seleccion puede generar decenas de miles de clones de fagos, incluyendo unidores inespecificos y
unidores especificos de calidad diferentes. También, no todos los clones dardn scFv funcionales. Los grupos de fagos
extraidos de la tercera seleccion se utilizan para infectar E. coli y es aislado el ADN de los plasmidos (fagomido).
El ADN especifico del fago es eliminado mediante la digestién con enzimas de restriccién y el material re-ligado es
transformado dentro de E. coli. Los clones transformados que expresan, i.e., el scFv, se seleccionan usando ampilicina.
Para identificar los clones que generaran las mejores moléculas ligantes para la aplicacién dada, se emplea un proce-
dimiento de ensayo a doble escala. El ensayo primario esté disefiado para evaluar las propiedades de unién de un gran
nimero de scFv expresados (tipicamente 10.000) contra un ligando previsto y un no ligando previsto, y diferenciara
scFv con una interaccion especifica versus interaccion inespecifica con el péptido seleccionado asf como para proveer
una medida aproximada de la calidad relativa entre los unidores especificos.

El ensayo primario es tipicamente realizado utilizando sistemas automatizados de alta productividad para la reco-
gida de clones, la expresion y la evaluacion.

Tipicamente 10.000 colonias son colectadas por un colector de colonias Qbot (Genetix; Hampshire, UK) y transfe-
ridas a placas de 384 pocillos para el crecimiento individual durante toda la noche. Se transfieren 5 pL de la suspensioén
bacteriana (replicado) a placas de expresion para el crecimiento y expresion en un sistema automatizado (Thermo CRS;
Burlington, Ontario, Canada).

En el sistema ELISA (Thermo CRS), las placas a evaluar son precubiertas con estreptavidina (0,1 ug/pocillo),
incubadas toda la noche y lavadas. Las placas son entonces cubiertas con los péptidos biotinilados (1pmol/pocillo),
incubadas durante 1 hora (o durante toda la noche a +4°C), lavadas y bloqueadas (tamp6n de bloqueo: gelatina al
0,45% en 1xPBS con Tween al 0,05%).

Los sobrenadantes se afiaden entonces desde las placas de expresion (10 uL) a las placas a evaluar y se incuban
durante 1 hora, seguido de un paso de lavado.

Los anticuerpos secundarios (anticuerpos anti-his del ratén conjugado con HRP) son entonces afiadidos e incuba-
dos durante 1 hora, seguido de un paso de lavado.

El sustrato (Pirce Supersignal ELISA Pico) es afiadido seguido de 10 minutos de incubacién antes de leerse en un
modo luminiscente.

Se retinen y reevaltian (confirmacién del pico) los activos (clones de mas de 10 veces el radio de la sefial de ELISA
entre los péptidos dianas y no dianas).

La especificidad de los clones es tipicamente realizada en un ensayo secundario en donde se evaliia un set mayor
de péptidos. Las picos seleccionados con una alta especificidad son después secuenciados para obtener clones de pico
unicos. Hasta 96 picos son secuenciadas por colonia RCP y la secuenciacién del ciclo de terminacién con colorante,
utilizando el Analizador de ADN ABI PRIS M 3100 (Applied Biosystems, Warrington, UK).

Secuenciacion

Los clones identificados como ligantes especificos durante el ensayo son analizados mediante secuenciacion del
ADN para identificar los clones unicos.
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El gen que codifica para el scFv es secuenciado en concordancia con el método de terminacién de cadena o dideoxi
utilizando un ADN amplificado por RCP como plantilla, cebadores hechos a medida y el kit Big Dye Terminator
RR (Applied Biosystems, EE.UU.). Los fragmentos terminados son separados y analizados utilizando un Analizador
Genético 3100 (Applied Biosystems).

Caracterizacion de los ligandos

Un método para determinar si los scFv capturardn realmente un nimero apropiado de tipos de péptidos a partir de
la muestra digerida con tripsina es la extraccién por inmunoafinidad unida a un andlisis de espectrometria de masas.

Una muestra que contiene proteinas de plasma es reducida (e.g., con mercaptoetanolamina), alquilizada (e.g., con
yodoacetamida), y digerida con tripsina (20 ug de tripsina/mg de proteina de plasma, incubacién 6h a 37°C).

Los scFv 6 x His marcados pueden ser capturados en una pequefia columna (ZipTip™, Millipore), antes de ser
modificados con iones Ni** (protocolo TN229, Millipore, EE.UU). En principio, la inmovilizacion de los scFv que
selecciona los péptidos a partir de las proteinas de interés hidrolizadas con tripsina es realizada mediante ciclos con-
secutivos de aspiracién-dispensién de una solucién de scFv (10-50 ug/ml en un tamp6n neutral o ligeramente bésico,
~10 p) en el ZipTip™ modificado con Ni. Después de la extraer las moléculas de scFv no unidas, los antigenos son
capturados dentro de las columnas de afinidad en un método similar al descrito previamente (e.g., mediante ciclos
consecutivos de aspiracion-dispension a partir de = 10 ul de tripsina digerida, previamente diluida a una concentra-
cién de 2-3 mg de proteina/ml en PBS). Después de capturar a los antigenos, la columna es lavada repetidamente para
remover a los péptidos no unidos. Este paso de lavado puede ser realizado con PBS, si es requerido un lavado més ri-
guroso, con una solucién que contiene una alta concentracién de sal (e.g., cloruro de sodio), agentes desnaturalizantes
(por ejemplo, guanidina o la urea) o un detergente, como el Tween 20. Los péptidos capturados son extraidos en un
medio de extraccién de ~ 1 ul (e.g., 5% de acido acético o 50% de acetonitrilo + 0,1% de 4cido trifluoracético (TFA))
directamente en una placa diana MALDI-TOF (desercidn/ionizacién por laser asistido por matriz-tiempo de vuelo).
La solucién de la matriz (e.g., dcido alfa-ciano-4-hidroxicindmico saturado en 1% de TFA, 75% de acetonitrilo) es
entonces afladida en la superficie de cada una de las manchas de muestra y puesta a secar. Alternativamente, el com-
puesto de la matriz puede ser disuelto directamente en una solucién utilizada para la extraccién de los péptidos a partir
de la columna de inmunoextraccion.

Las muestras preparadas asi son entonces analizadas mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.
Generacion de las matrices de afinidad

Los scFv seleccionados 6 x His marcados son expresados en E. coli, dializados y purificados en una columna Ni-
NTA. Después de la extraccidn, los scFv son concentrados hasta 1-3 mg/ml en PBS. Luego, los scFv con selectividades
diferentes son marcados (utilizando cualquiera de las tecnologias actuales existentes para el marcaje de proteinas, por
ejemplo un marcaje por contacto o por no contacto) en un soporte conveniente (e.g., ldminas de vidrio derivadas
o el fondo del pocillo de una placa de microtitulacién). Los scFv pueden ser inmovilizados ya sea covalentemente
(e.g., a través de grupos amino, aldehido o epoxi reactivos) sobre la superficie del soporte o no covalentemente (por
ejemplo, adsorcién pasiva en superficies modificadas de poliestireno o nitrocelulosa: para una revisién, ver Jenkins
R.E y Penninton, S.R. (2001) Proteomics, 1, 13-29). Ademads, es posible la inmovilizacién orientada de los scFv,
ya sea por via de una ldmina de vidrio modificada con niquel capaz de unir el 6 x His marcado, o mediante una
unién covalente a las ldminas de vidrio modificadas con maleimida, uniéndose covalentemente a los Cys marcados,
introducidos previamente en la estructura del scFv. La alta produccién de la micromatriz puede ser explotada mediante
el marcaje de 1000-2000 scFv diferentes en la misma ldmina para un andlisis simultdneo de varios antigenos a partir
de la misma muestra. En este ejemplo, 200-300 moléculas ligantes diferentes pueden ser suficientes, cada una marcada
por duplicado o triplicado, dando un nimero total de 400-1000. Las matrices pueden ser almacenadas a 4°C por varias
semanas.

Andlisis de la muestra compleja

Preparacion de la muestra: La muestra a ser analizada, e.g., plasma, puede ser directamente digerida con tripsina
después de transferirla o diluirla en un tampdn conveniente (e.g., 50 mM de bicarbonato de sodio, pH 7.0). Alterna-
tivamente, la muestra puede ser prefraccionada para aumentar las proteinas de interés o para eliminar determinados
componentes como la albiimina e inmunoglobulinas (Anderson NL, Anderson NG. (2002) Mol Cell Proteomics, 1(11):
845-67) para incrementar el limite de deteccion. Las proteinas de la muestra pueden ser reducidas y carboximetiladas
para evitar puentes disulfuros entre los péptidos que contienen cisteina.

Aplicacién de la muestra: Se aplicé 10-200 ul de la muestra digerida con tripsina sobre la micromatriz impresa
y se incub6 durante 2 horas, utilizando ya sea una cdmara de incubacién (Arrayit Hibbridization Casete, TeleChem
International Inc, EE.UU.) o un instrumento de procesamiento de muestra automatizado (e.g., Protein Array Work-
sation, Perkin-Elmer, EE.UU.). Se lava la micromatriz repetidamente con e.g., 50 mM de tampén fosfato, pH 7.0,
0,1% de Tween, y 100 mM de cloruro de sodio. Para condiciones de lavado mds rigurosas, pueden afiadirse diferentes
detergentes o sales a varias concentraciones.
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Deteccién: La matriz que absorbe la UV (4cido alfa-ciano-4-hidroxicindmico, saturado en 1% de TFA, 75% aceto-
nitrilo) se anade a la matriz (100-500 nl/mancha). La matriz es montada en una placa diana MALDI-TOF (Borrebaeck
CAK, Ekstrom, Malmborg Hager AC, Nilsson J, Laurell T y Marko-Varga G (2001) Biotechniques 30, 1126-1132) y
son adquiridos los espectros de masas de cada mancha usando un espectrometro de masas en modo reflector.

Ejemplo 2

Este ejemplo describe como una matriz de afinidad puede ser producida y utilizada para detectar péptidos genera-
dos a partir de una mezcla heterogénea de proteinas. En este ejemplo, escogemos fragmentar las proteinas en péptidos
mediante la digestion de tripsina y capturar las subclases de los fragmentos de péptidos utilizando moléculas Fv de
simple cadena (scFv) con propiedades de unién dirigidas al C-terminal de los péptidos.

Generacion de las moléculas ligantes

Disefio de los péptidos selectores: Se usaron péptidos sintéticos como agentes receptores al aislar moléculas Fv
de simple cadena (scFv) convenientes a partir de una biblioteca de expresion de fagos. Los péptidos fueron disefiados
para capturar particulas de fagos que expresan scFv con afinidad por el C-terminal de un tetra o hexapéptido en el
cual el dltimo aminoécido era arginina o lisina. Se afiadié un espaciador en la region N-terminal de este péptido asi
como una biotina N-terminal. Las secuencias de aminodcidos fueron disefiadas para incluir aminodcidos que fuera
muy probable que generaran buenos epitopes, como los aminoacidos hidrofébicos (fenilalanina, tirosina, triptéfano,
leucina e isoleucina) o aminodcidos cargados (aspartato, glutamato, asparagina, glutamina e histidina). La metionina
fue excluida debido a su tendencia a oxidar, y la cisteina fue excluida para evitar problemas con la dimerizacién
debido a la formacién de puentes disulfuros. Las secuencias de los péptidos también se deciden segtn su frecuencia
en proteinas que se desarrollan naturalmente. Los péptidos utilizados como selectores y competidores en este ejemplo
se describen en la Tabla 2.

TABLA 2

Péptidos utilizados durante la seleccion

Nombre Secuencia

FN1 Biotina-SGSG-EDFR (-COOH)
FN2 Biotina-SGSG-EPER (-COOH)
FN3 Biotina-SGSG-EPFR (-COOH)
FN4 Biotina-SGSG-HPDK (-COOH)
FN5 Biotina-SGSG-LPSR (-COOH)
FN6 Biotina-SGSG-LQSK (-COOH)
FN7 Biotina-SGSG-PEEK (-COOH)
FN8 Biotina-SGSG-TGEK (-COOH)
FN9 Biotina-SGSG-WDSR (-COOH)
FN10 Biotina-SGSG-YLDK (-COOH)u
FN11 SGSG-ASAK (-COOH)

FN12 SGSG-ASAR (-COOH)

FN13 Biotina-SGSG-LYEIAR (-COOH)
FN14 Biotina-SGSG-DFAEDK (-COOH)
FN15 Biotina-SGSG-LTEFAK (-COOH)
FN16 Biotina-SGSG-TEEQLK (-COOH)
FN17 Biotina-SGSG-SSAYSR (-COOH)

Seleccion de los unidores especificos a partir de una biblioteca de expresion de fagos

La seleccion de unidores especificos fue realizada a partir de la biblioteca n-CoDeR utilizando perlas magnéticas
cubiertas con estreptavidina (Hawkins, R.E., Russel, S.J. e Invierno, G. (1992) J. Mol. Biol., 226, 889-896). La cons-
truccién y el manejo de la biblioteca n-CoDeR que muestra fago de scFv se describe en Soderlind et al (2000) Nature
Biotech, 18, 852-856. Fueron realizadas tres rondas consecutivas de seleccién; Seleccién 1. La biblioteca de fagos n-
CoDeR (Lib 2000) fue primero preseleccionada contra un péptido biotinilado irrelevante (biotina-GIVKYLYEDEG,
1077 M). El péptido fue capturado en las perlas magnéticas cubiertas con estreptavidina y las perlas fueron extraidas
por centrifugacion. Esta preseleccion extrae los unidores contra la estreptavidina, biotina y el ligador SGSG.
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Las cepas de los fagos preseleccionados (una biblioteca equivalente por cada grupo de péptido) fueron seleccio-
nadas contra cuatro grupos de péptidos (5x10™® M de cada péptido). La composicién de los grupos se muestra en la
Tabla 3. Los péptidos competidores FN11 (107 M) y FN12 (10¢ M) fueron afiadidos a los grupos R y a los grupos K,
respectivamente.

TABLA 3

Grupos de péptidos dianas utilizados en la seleccion 1

Tetra-Grupo R Tetra- Grupo K Tetra- Grupo R Tetra- Grupo K
FN1 FN4 FN13 FN14
FN2 FN6 FN17 FN15
FN3 FN7 FN16
FN5 FN8
FN9 F10

Los péptidos fueron capturados con las perlas magnéticas cubiertas con estreptavidina y fueron extraidos los fagos
no especificos mediante lavado (las perlas fueron concentradas utilizando un imén). Los fagos que se unen a las perlas
fueron extraidos utilizando tripsina y fueron amplificados los grupos de fagos extraidos en E. coli HB101F’. Las
cepas de fagos amplificadas a partir de la seleccion 1 fueron preseleccionadas contra un péptido irrelevante como estd
descrito previamente. Las cepas de fagos preseleccionados fueron entonces utilizadas para los unidores seleccionados
a los péptidos individuales biotinilados (2x1078 M de cada péptido). Fueron realizadas 15 selecciones separadas. Esta
vez ambos péptidos competidores, FN11 y FN12 (2x1077 M de cada uno), fueron afiadidos a todas las selecciones.

Los péptidos fueron capturados en las perlas magnéticas cubiertas con estreptavidina y los fagos no especificos
fueron extraidos mediante lavado. Los fagos unidos a las perlas fueron extraidos utilizando 4cido. Los grupos de fagos
extraidos no fueron amplificados sino que se usaron directamente en la seleccién 3. La seleccién 3 fue realizada como
una seleccion en fase sélida en placas ELISA de 96 pocillos. Los grupos de fagos extraidos a partir de la seleccioén 2
fueron primero preseleccionados contra la estreptavidina (0,5 ug/pocillo, 8 pocillos por seleccion) y después contra la
avidina (0,5 ug/pocillo, 8 pocillos por seleccién).

La cepas de fagos preseleccionados fueron utilizadas para seleccionar fagos contra los péptidos dianas cargados
sobre avidina (10 pmol de péptido/pocillo, 8 pocillos por seleccién). Ambos péptidos competidores (2x10~" M de cada
uno) fueron afiadidos a todas las selecciones. Los fagos no especificos fueron extraidos mediante lavado y los fagos
unidos a los pocillos fueron extraidos utilizando tripsina.

La calidad de los grupos de fagos fue evaluada a partir de la seleccién 3 en una ELISA de fagos. Los grupos de fagos
extraidos fueron amplificados en E. coli HB101F’ y fueron probadas diluciones seriadas de los grupos amplificados
contra un péptido diana y un péptido no diana. Para identificar los clones que generaran las mejores moléculas ligantes
para la aplicacion dada, se emple6 un procedimiento de ensayo a doble escala. El ensayo principal es disefiado para
evaluar las propiedades de unién de un gran nimero de scFv expresados (tipicamente 10.000) contra un ligando
previsto y un no ligando previsto, y diferenciara entre el scFv con interaccién especifica versus no especifica con el
péptido escogido y proporcionard una medicién aproximada de la calidad relativa entre los unidores especificos. En
base al ELISA de fagos, se identificaron las selecciones que mostraron resultados de enriquecimiento de los unidores
especificos. Los grupos de fagos extraidos de la seleccién 3 fueron utilizados para infectar E. coli HB101F’ y fue
aislado el ADN del fago. E1 ADN-especifico del fago fue eliminado mediante digestiéon con enzimas de restriccién y
el material re-ligado fue transformado en E. coli TOP10 quimicamente competente. Los transformantes, i.e., clones
que expresan el scFv, fueron seleccionados en una placa LA que contenfa ampilicina.

Los clones individuales bacterianos fueron escogidos y el scFv fue expresado en LB en placas de 384 pocillos para
un ensayo ulterior con un ELISA de luminiscencia (ELISA Ium). Fueron escogidas 1920 colonias para cada diana
excepto para el FN9 (768 colonias) y el FN15 (1008 colonias).

El ensayo del ELISA lum fue realizado en un formato de 384 pocillos. Cada scFv fue ensayado contra un pép-
tido diana y un péptido no diana. Los péptidos biotinilados (1pmol/pocillo) fueron cargados con estreptavidina (0,1
ug/pocillo) y detectados utilizando un anticuerpo anti-His conjugado a HRP.

Todas las selecciones de hexapéptidos (FN13-FN17) y tres de las selecciones de tetrapéptidos (FN1, FN3, FN9)
mostraron la presencia de unidores especificos al scFv en el ensayo primario por robot.

Los clones identificados como unidores especificos durante el ensayo fueron analizados por secuenciacién del
ADN para identificar los clones utnicos.
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Los genes que codifican el scFv fueron secuenciados segiin el método de terminacién de cadena o dideoxi utili-
zando como plantilla un ADN amplificado por RCP, cebadores hechos a medida y el equipo Big Dye Terminador RR
(Applied Biosystems, EE.UU.). Los fragmentos terminados fueron separados y analizados utilizando un Analizador
Genético (Applied Biosystems).

Para determinar qué scFv capturard un nimero y tipo conveniente de péptidos a partir de una muestra digerida
con tripsina, los scFv fueron unidos a un medio de cromatografia (Poros AL, Applied biosystems) y empaquetados en
puntas cargadas de gel para generar columnas de poca afinidad.

Las muestras fueron reducidas con mercaptoetanolamina, alquilizadas con yodoacetamida, y digeridas con tripsina
(PBS pH 7,4; 20ug de tripsina/mg de proteina, 6 h de incubacién a 37°C). Las columnas de afinidad fueron utilizadas
para capturar los péptidos a partir del homogenizado de higado de ratén digerido con tripsina, los péptidos capturados
fueron extraidos y analizados mediante una espectrometria de masas por desorcidon/ionizacién mediante ldser asistida
por matriz.

Generacion de una matriz de columnas de afinidad

Los 14 scFv fueron seleccionados en base a su capacidad para capturar subgrupos diferentes de péptidos a partir
de proteinas tripsinadas de higado de ratén. La reaccién de acoplamiento del scFv al medio de cromatograffa POROS-
AL (Applied Biosystems, Foster City, EE.UU.), fue realizada en concordancia con las instrucciones del fabricante.
La suspensién fue empaquetada en puntas cargadas de gel (Invitrogen) para generar columnas de afinidad con una
longitud de lecho de aproximadamente 2 cm.
Andlisis de muestra complejas

El homogenizado de higado de ratén fue alquilado y fragmentado como se indica arriba y diluido 2 veces en PBS
pH 7.,4. Las columnas de afinidad fueron lavadas con 2 x 10 ul de 5% de 4cido acético y equilibradas con 2 x 10 pl
de PBS pH 7.4. Fueron cargados 10 ul de la muestra en la columna seguido de un lavado con 2 x 10 ul de PBS pH
7.,4. La columna fue extraida con una diana Massprep MALDI (Micromass, UK) con 7 ul de 5% de 4cido acético. El
extracto fue puesto a secar y el pocillo diana fue lavado dos veces con 0,1% de 4cido trifluoroacético. Finalmente fue

afiadido 1 ul de 0,5 mg/ml de 4cido @-ciano-4-hidroxi-cindmico en 75% de acetonitrilo/1% de 4cido trifluoroacético.
Las muestras fueron analizadas utilizando en espectrémetro de masas Micromass M @Idi Reflectron.

Resultados

Las figuras 2-15 muestran los espectros de masas generados. Cada espectro contiene aproximadamente de 20-100
picos diferentes con, una sefial que tiene una sefial/ruido por encima de 3, casi todos los picos correspondiendo a un
tnico péptido. Unos pocos picos pueden ser detectados en todos los espectros, correspondiendo éstos a péptidos que
se unen inespecificamente al material Poros. El nimero total de péptidos que pueden ser detectados utilizando esta
matriz estd bien por encima de 500.
Referencias citadas en la descripcion

Este listado de referencias citadas por el solicitante tiene como unico fin la conveniencia del lector. No forma
parte del documento de la Patente Europea. Aunque se ha puesto gran cuidado en la compilacion de las referencias,
no pueden excluirse errores u omisiones y la OEP rechaza cualquier responsabilidad en este sentido.
Documentos de patentes citados en la descripcion

e WO 02086081 A

e WO 0225287 A
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e WO 9837186 A

e WO 02060377 A
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REIVINDICACIONES

1. Método para analizar una muestra heterogénea de péptidos, o fragmentos de péptidos o proteinas, comprendien-
do el método:

(a) separar la muestra heterogénea de péptidos, o fragmentos de péptidos o proteinas, en clases heterogéneas
mediante la unién de componentes de cada clase en una posicién definida espaciada en una matriz, en
donde los componentes de cada clase tienen una configuracion comtun a esa clase; y

(b) caracterizar los péptidos, o fragmentos de péptidos o proteinas, en cada clase determinando la masa de los
pep g pep P
péptidos, o fragmentos de péptidos o proteinas, en las clases heterogéneas, y determinando la cantidad de
péptidos, o fragmentos de péptidos o proteinas, de diferente masa en las clases heterogéneas.

2. Método segtin la Reivindicacién 1 en donde la muestra heterogénea de péptidos, o fragmentos de péptidos o
proteinas, es un extracto del contenido total de proteinas de una célula o tipo de tejido.

3. Método segtin las Reivindicaciones 1 6 2, en donde antes de realizar el paso (a) de la Reivindicacidn 1, la muestra
heterogénea de fragmentos se forma fragmentando una mezcla heterogénea de proteinas o péptidos.

4. Método segun la Reivindicacién 3 en donde la fragmentacién se realiza por escisién quimica o enzimadtica.

5. Método seguin las Reivindicaciones 3 6 4 en donde la fragmentacion se realiza utilizando un mecanismo de
escision dirigida por secuencia.

6. Método segun una cualquiera de las Reivindicaciones 3 a 5 en donde la fragmentacién se realiza mediante la
digestion de la muestra heterogénea de proteinas o péptidos con tripsina.

7. Método segtin cualquier reivindicacion precedente en donde la configuracién en cada péptido, o fragmento de
péptido o proteina, estd en la misma posicion en cada péptido, o fragmento de péptido o proteina, respecto al C-
terminal, el N-terminal, o una caracteristica interna.

8. Método segun cualquier reivindicacién precedente en donde la muestra es una muestra heterogénea de frag-
mentos de péptidos o proteinas y la configuracién en cada fragmentos estd en la misma posicidn en cada fragmento,
respecto a su sitio de escision.

9. Método segtin cualquier reivindicacion precedente en donde la configuracién en cada péptido, o fragmento de
péptido o proteina, tiene tres, cuatro, cinco, seis, 0 mas aminodcidos de longitud.

10. Método segtin cualquier reivindicacion precedente en donde la configuracion contiene tres, cuatro, o cinco ami-
noécidos variables, siendo los otros aminodcidos constantes en la configuracion entre todos los péptidos, o fragmentos
de péptidos o proteinas.

11. Método segtin cualquier reivindicacién precedente en donde la configuracion estd en el C-terminal.
12. Método segtn cualquier reivindicacién precedente en donde la configuracion estd en el N-terminal.

13. Método seguin cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde la matriz comprende una serie de tipos
diferentes de moléculas ligantes, inmovilizado cada tipo en una posicion definida espaciada en la matriz, en donde cada
tipo de molécula ligante es capaz de unirse especificamente a una configuracién definida como la definida en cualquiera
de las reivindicaciones precedentes y en donde los diferentes tipos de moléculas ligantes tienen especificidades de
union diferentes.

14. Método segtin la Reivindicacion 13 en donde el nimero de tipos diferentes de moléculas ligantes suministradas
en la matriz es conveniente para capturar al menos el 10% de los péptidos en la muestra no fragmentada o, donde la
muestra es una muestra heterogénea de fragmentos de proteinas o péptidos, al menos un fragmento de al menos el
10% de las proteinas o péptidos en la muestra no fragmentada.

15. Método segin la Reivindicacién 13 en donde el nimero de tipos diferentes de moléculas ligantes suministradas
en la matriz es conveniente para capturar al menos el 50% de los péptidos en la muestra no fragmentada o, donde la
muestra es una muestra heterogénea de fragmentos de péptidos o proteinas, al menos un fragmento de al menos el
50% de las proteinas o péptidos en la muestra no fragmentada.

16. Método segtin la Reivindicacién 13 en donde el nimero de tipos diferentes de moléculas ligantes suministradas
en la matriz es conveniente para capturar significativamente el 100% de los péptidos en la muestra no fragmentada
0, donde la muestra es una muestra heterogénea de fragmentos de péptidos o proteinas, al menos un fragmento de
sustancialmente el 100% de las proteinas o péptidos en la muestra no fragmentada.
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17. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, en donde la matriz dispone de al menos unos 10,
50, 100, 200, 250, 300, o més tipos diferentes de moléculas ligantes.

18. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17, en donde al menos un tipo de las moléculas
ligantes es un anticuerpo o un fragmento o variante de éste, como el Fv, el scFv, o el Fab.

19. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18 en donde al menos uno de los tipos de moléculas
ligantes es un aptamero.

20. Método segtn una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 19 en donde al menos uno de los tipos de moléculas
ligantes es un polinucledétido.

21. Método segiin una cualquiera de las reivindicaciones previas, en donde el paso (b) de la Reivindicacién 1
comprende caracterizar la unién de péptidos, o fragmentos de péptidos o proteinas, en las posiciones discretas y
definidas en la matriz.

22. Método seglin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde el paso (b) de la Reivindicacién
1 comprende caracterizar los péptidos, o fragmentos de péptidos o proteinas, en las clases heterogéneas mediante
espectrometria de masas de desorcidn o espectrometria de masas de colision inducida por disociacidn.

23. Método segtn cualquier reivindicacion precedente en donde la informacién derivada del paso (b) de la Rei-
vindicacién 1 es utilizada para determinar la identidad de la proteina o péptido parental en la muestra heterogénea no
fraccionada de la cual se deriva un fragmento de péptido o proteina detectado.

24. Método segun cualquier reivindicacién precedente en donde la informacién derivada del paso (b) de la Rei-
vindicacién 1 es utilizada para determinar la cantidad de la proteina o péptido parental en la muestra heterogénea no
fraccionada de la cual se deriva un fragmento de péptido o proteina detectado.

25. Método para identificar diferencias en la composicién entre dos o mds muestras heterogéneas de péptidos, o
fragmentos de péptidos o proteinas, fraccionados o no fraccionados, que comprende analizar cada muestra mediante el
método segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes y comparar los resultados para identificar, con ello,
cualquier diferencia.

26. Método para identificar una protefna o péptido relacionado con una enfermedad que comprende la identifica-
cién de diferencias entre dos o mds muestras mediante el método de la Reivindicacién 25, en donde al menos una de
las muestras analizadas procede de un individuo con la enfermedad y otra de las muestras analizadas procede de un
individuo sin la enfermedad.

27. Método para analizar una muestra heterogénea de péptidos, fragmentos de péptidos o proteinas, comprendiendo
el método,

(a) proporcionar, como primer componente, un péptido selector que comprende una configuracién definida en
una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12;

(b) proporcionar, como segundo componente, una fuente de moléculas ligantes candidatas;
(c) combinar el primer y el segundo componente;

(d) identificar las moléculas ligantes candidatas que son capaces de unirse especificamente a la configuracién
del péptido escogido en el primer componente;

(e) inmovilizar las moléculas ligantes identificadas en el paso (d) en una matriz de forma que los diferentes
tipos de moléculas ligantes sean inmovilizadas en posiciones definidas y discretas;

(f) proporcionar una muestra heterogénea de péptidos, o fragmentos de péptidos o proteinas, muestra que
comprende péptidos, o fragmentos de péptidos o proteinas, que tienen cada uno una configuracién a la que
se une una molécula ligante inmovilizada en el paso (e);

(g) separar la muestra heterogénea de péptidos, o fragmentos de péptidos o proteinas, en clases heterogéneas
mediante la unién de los componentes de cada clase a las moléculas ligantes inmovilizadas en el paso (e);

y
(h) caracterizar los péptidos, fragmentos de péptidos o proteinas, en cada clase mediante la determinacién de

la masa de los péptidos, o fragmentos de péptidos o proteinas, en clases heterogéneas, y determinar la
cantidad de péptidos, o fragmentos de péptidos o proteinas, de diferente masa en clases heterogéneas.
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