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DESCRIPCION

Compuestos y métodos para analizar el proteoma.
Campo

El presente documento ofrece compuestos y métodos que utilizan los compuestos para analizar biomoléculas de
manera especifica y selectiva. En particular, los compuestos y métodos son de utilidad para analizar el proteoma.

Antecedentes

El proyecto Genoma Humano ha generado una secuencia bruta de los 3 millardos de pares de bases del genoma hu-
mano y ha revelado aproximadamente 35.000 genes. Se estudian las variaciones genéticas entre diferentes individuos
y entre poblaciones para determinar la asociacién con la predisposicién a desarrollar enfermedades, o la correlacién
con la eficacia y/o los efectos secundarios de los medicamentos.

Una manifestacion frecuente de las variaciones genéticas son los polimorfismos de nucleétido simple (SNPs
en sus siglas en inglés). Se han desarrollado tecnologias para analizar los SNPs a escala industrial (por ejemplo,
MassARRAY® y el sistema MassARRAY®, Sequenom, Inc., San Diego, CA) y en muestras combinadas para estudiar
la frecuencia de SNPs en poblaciones de diferentes sexo, origen étnico, edad y estado de salud. El objetivo ultimo
de estos estudios es comprender la etiologia de la enfermedad a nivel molecular (por ejemplo, basada en varianzas
genéticas (farmacogendmica)), al objeto de desarrollar ensayos diagndsticos mano a mano con nuevos medicamentos
mas eficaces y exentos de efectos secundarios.

Sin embargo, no es suficiente el conocimiento de la asociacién de un SNP (o SNPs) con una determinada enferme-
dad o efecto secundario medicamentoso. Adicionalmente, tampoco es suficiente establecer los perfiles de expresion
diferencial de los ARN mensajeros en la comparacién de muestras de tejido sano y enfermo tal como se lleva a cabo
hoy en dia con el uso de chips de ADN (por ejemplo, la tecnologia GeneChip®, Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA;
la tecnologia LifeArray®, Incyte Genomics, Inc., Palo Alto, CA). Esto obedece a que los ARNm no llevan a cabo
las actividades metabdlicas en la célula, sino que éstas son responsabilidad de las protefnas traducidas a partir de los
mismos y sus posteriores modificaciones post-traduccionales (alquilacién, glicosilacidn, fosforilacion, etc.).

El estudio de la proteémica comprende tanto el estudio de proteinas individuales como del modo en que estas pro-
tefnas actdan dentro de una via bioquimica. La protedmica incluye también el estudio de las interacciones proteicas
con respecto a cémo forman la arquitectura que constituyen las células vivas. En muchas enfermedades humanas tales
como el cancer, la enfermedad de Alzheimer, diabetes asi como las respuestas del hospedador a enfermedades infec-
ciosas, la determinacion de las proteinas reguladoras de interacciones complejas, capaces de generar enfermedades,
constituye una etapa critica para encontrar un tratamiento efectivo. A menudo, se producen SNPs y otras mutaciones de
acidos nucleicos en los genes cuyos productos son proteinas tales como (1) hormonas relacionadas con el crecimiento,
(2) receptores de membrana para hormonas del crecimiento, (3) componentes de la via de sefializacién transmem-
brana, (4) proteinas fijadoras de ADN que actdan sobre la transcripcion, y la inactivacién de genes supresores (por
ejemplo, P53), que provocan la aparicién de la enfermedad.

El documento WO 9859360 describe disposiciones para la protedmica en las que cada fila exhibe una propiedad
diferente.

La unica tecnologia que se usa en la actualidad para analizar mezclas de proteinas complejas es la electroforesis
sobre gel 2D y el posterior procesamiento de imdgenes para identificar variaciones en el patrén (cambios estructurales)
o intensidad de diversas manchas de proteinas. La electroforesis sobre gel 2D es un método laborioso y susceptible
de errores, con una baja reproducibilidad y que adolece de la incapacidad para ser automatizado. Adicionalmente, la
resolucién de los geles 2D es insuficiente para mostrar todas las proteinas presentes en una mezcla. Por lo tanto, el
andlisis del proteoma requiere tecnologias que permitan aumentar hasta niveles industriales, con las caracteristicas
de un procedimiento industrial: gran exactitud, reproducibilidad y flexibilidad, en donde el procedimiento sea de alto
rendimiento, automatizable y coste-eficaz. Un objeto de este documento es proporcionar estas tecnologias.

Resumen

Se proporcionan matrices de gradiente para el andlisis de biomoléculas. De manera particular, se proporcionan ma-
trices y métodos para analizar mezclas de proteinas complejas tales como el proteoma. Las matrices ofrecen reactivos
bifuncionales que permiten la separacién y aislamiento de mezclas de proteinas complejas. Igualmente, se ofrecen
instrumentos automatizados para llevar a cabo los métodos.

Se proporcionan en este documento métodos, matrices de compuestos de captura (también llamados agentes de
captura en este documento) para el anélisis del proteoma a nivel industrial en un formato de alto rendimiento. Los mé-
todos y matrices permiten clasificar mezclas complejas de biomoléculas. Ademads, permiten identificar las estructuras
de proteinas predictivas o indicativas de fenotipos especificos, tales como estados patoldgicos, que eliminan, de este
modo, la necesidad de andlisis aleatorios de SNPs, el establecimiento de perfiles de expresiéon y métodos analiticos
de proteinas. Las matrices y los métodos clasifican las mezclas complejas mediante la provisién de una variedad de
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diferentes agentes de captura. Adicionalmente, se les puede utilizar para identificar “epitopes” estructurales que sirven
como marcadores de estados patoldgicos especificos, estratificar poblaciones individuales en relacién con fenotipos
especificos, permitir una comprensién detallada de la funcién molecular subyacente de las proteinas, y ofrecer dia-
nas para el desarrollo de medicamentos. La mayor comprension de las proteinas diana permite el disefio de agentes
terapéuticos de eficacia superior.

Se proporcionan matrices de compuestos de captura y métodos que utilizan los compuestos, de forma aislada o
combinada, para capturar, separar y analizar biomoléculas que incluyen, sin limitacién, mezclas de biomoléculas,
incluidos biopolimeros y macromoléculas tales como proteinas, que comprenden proteinas individuales o de mem-
brana. Las matrices contienen una pluralidad, tipicamente al menos 10, 50, 100, 1000 o mas compuestos de captura
diferentes, en donde diferentes compuestos estdn localizados en cada locus.

De forma particular, las matrices son matrices de gradiente que, por lo general, son matrices direccionables de
manera bidimensional de compuestos de captura. En estas realizaciones, los compuestos de captura que se definen
en este documento son aquellos que contienen o son restos enlazados mediante X e Y a un soporte sélido. Por lo
tanto, las matrices son una matriz bidimensional de restos X e Y sobre una superficie que presenta restos X e Y. La
superficie es un soporte s6lido; los restos X e Y estdn dispuestos en una matriz bidimensional de gradientes continuos
de una o mudltiples propiedades de X e Y; las propiedades del resto X estdn dispuestos en un gradiente a lo largo
del eje X; las propiedades del resto Y se encuentran dispuestos en un gradiente a lo largo del eje Y; cada uno de
los restos X se selecciona de manera independiente para unirse a las biomoléculas de forma covalente o con una
afinidad suficientemente alta, de manera que los complejos resultantes de biomolécula/compuestos de captura sean
estables bajo las condiciones de andlisis de espectrometria de masa; y cada uno de los restos Y se selecciona, de forma
independiente, para incrementar la selectividad de la unién por medio del resto X.

Cada resto X en cada fila (eje X) de loci puede diferir de manera gradual en cuanto a hidrofilia, lipofilia, carga,
tamafio, especificidad al reactivo. Cada resto Y en cada columna (eje Y) de loci puede diferir de manera gradual en
cuanto a hidrofilia, lipofilia, carga, tamafio especificidad al reactivo. En algunas realizaciones, los restos Y pueden
estar presentes en cada locus con los restos X, o pueden estar unidos a cada resto X.

Por ejemplo, el resto X o Y puede ser un grupo azobenceno, y se puede crear un gradiente de hidrofilia aumentando
(o reduciendo) la exposicién a la luz en cada locus de la matriz. El resto X puede ser un grupo cargado y se puede
crear un gradiente de carga por la exposicion a un incremento de corriente o voltaje. Otras propiedades adicionales
incluyen una especificidad aumentada o reducida de los grupos X o Y por los grupos NH,, SH, SS u OH.

Las matrices resultantes presentan una superficie con una pluralidad de loci (10, 50, 100, 500, 1000, 2000, 3000,
4000, 5000, 10.000 y mas) que difieren en relacion con una propiedad o pares de propiedades particulares, o con una
pluralidad de propiedades en incrementos definidos. Una superficie de este tipo permite la captura de moléculas y
particulas bioldgicas con diferentes afinidades por los restos X en loci discretos. Estas matrices de gradiente se pueden
utilizar en métodos para clasificar mezclas complejas o sondear superficies de células y organelas, asi como en otros
métodos descritos en este documento o, por ejemplo, en la solicitud de EE.UU. en tramitacién junto con la presente,
de la Serie N° 10/197.954 o la solicitud de PCT Internacional N° PCT/US02/22821.

De este modo, las matrices estdn disefiadas para permitir sondear una mezcla de biomoléculas en virtud de la in-
teraccion de los compuestos de captura en la recoleccién con los componentes de una mezcla, bajo condiciones que
mantienen intacta su configuracion tridimensional. Cada locus de la matriz estd disefiado 1) para unirse, covalente-
mente o a través de otra interaccién quimica, con una elevada afinidad de fijacién (k,), de manera que la unién sea
irreversible o estable bajo las condiciones de andlisis de espectrometria de masa a menos de todas, tipicamente a alre-
dedor de 5 a 20 o mds de las biomoléculas componentes de una mezcla, dependiendo de la complejidad y diversidad de
la mezcla, bajo condiciones fisioldgicas, incluidas las condiciones hidréfobas, y 2) para distinguir entre biomoléculas
basdndose en caracteristicas topologicas.

Las matrices se utilizan en una variedad de métodos, pero estdn disefiadas especialmente para evaluar biomolé-
culas, tales como un biopolimero, que forman parte de mezclas de muestras bioldgicas. Las matrices se utilizan en
métodos imparciales, jerarquizados de mayor a menor, que evalian los cambios estructurales, incluidos los cambios
estructurales post-traduccionales, y que, por ejemplo, se usan para comparar patrones, en particular patrones de protei-
nas post-traduccionales, en células enfermas frente a células sanas, procedentes generalmente de un mismo individuo.
Las células que sirven como fuentes de biomoléculas pueden ser congeladas en un estado metabdlico seleccionado o
ser sincronizadas para permitir la comparacion e identificacion directas de biomoléculas especificas para el fenotipo
tales como biomoléculas especificas de enfermedades, por lo general, proteinas.

Un locus en la matriz incluye un grupo X de reactividad quimica (Ilamado también en este documento funcién
o funcionalidad), que determina una unién covalente o de alta afinidad (alta k,), y una unién de minima afinidad de
otros tres grupos (también denominados en este documento funciones o funcionalidades). Los loci incluyen también
una funcién de selectividad Y que modula la interaccion de una biomolécula con la funcién de reactividad.

Por ejemplo, el grupo de reactividad (funcién de reactividad) incluye grupos que reaccionan o interactian especi-
ficamente con funcionalidades en la superficie de una proteina, tales como los grupos hidroxilo, amina, amida, sulfuro
y 4acido carboxilico, o que reconocen areas de superficie especificas tales como un anticuerpo, una lectina o un ligando
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especifico del receptor, o que interactian con el sitio activo de las enzimas. Los expertos en la técnica pueden llevar a
cabo una seleccion en una biblioteca de funcionalidades para lograr esta interaccidén. Aunque esta interaccién puede
ser altamente especifica para la reaccion, estos compuestos pueden reaccionar multiples veces con la misma molécula
de proteina, dependiendo del nimero de grupos funcionales asequibles en la superficie. La modificacion de las condi-
ciones de reaccion permite la identificacion de grupos funcionales asequibles en la superficie con diferente reactividad,
permitiendo, de este modo, la identificacion de uno o mdltiples sitios altamente reactivos usados para separar una pro-
tefna individual de una mezcla. Las tecnologias disponibles no separan especies en la mezcla de reaccién resultante.
Las recolecciones y los compuestos aportados en este documento resuelven este problema a través de una segunda
funcionalidad, el grupo de selectividad, que altera la unién de los grupos de reactividad a la biomolécula.

Las funciones de selectividad incluyen una variedad de grupos, asi como el espaciado geométrico de la segun-
da funcionalidad, un oligonucleétido o andlogo de oligonucleétido de cadena simple, no protegido o adecuadamente
protegido. La funcionalidad selectiva puede estar separada del compuesto e incluir 1 soporte sélido o semisélido. La
funcionalidad selectiva en esta realizacidn puede ser la porosidad, hidrofobia, carga y otras propiedades quimicas del
material. Por ejemplo, las funciones de selectividad interactian de forma no covalente con las proteinas diana para al-
terar la especificidad o la unién de la funcién de reactividad. Estas funciones incluyen grupos quimicos y biomoléculas
que pueden impedir estéricamente proteinas de un tamafio especifico, compuestos o proteinas hidréfilos (por ejemplo,
PEG y tritilos), compuestos o proteinas hidréfobos (por ejemplo, arométicos polares, lipidos, glicolipidos, fosfotriés-
teres, oligosacaridos), grupos con carga positiva o negativa, grupos o biomoléculas que crean estructuras secundarias
o terciarias definidas.

En la practica, en una de las realizaciones, se hace contactar una matriz de gradiente con una mezcla de biomolécu-
las y las moléculas fijadas se evalian usando, por ejemplo, espectrometria de masa, seguida de la aplicacién opcional
de marcaje tal como marcaje fluorescente, después de la ordenacién para identificar las proteinas de escasa abundancia.

En este documento se ofrecen también métodos para el descubrimiento e identificacion de proteinas, seleccionadas
en base a un fenotipo definido. Los métodos permiten que las proteinas se unan a las moléculas diana bajo condiciones
fisiol6gicas, mientras conservan la conformacion secundaria y terciaria correcta de la diana. Los métodos se pueden
llevar a cabo bajo condiciones fisioldgicas y de otro tipo, que permiten la deteccién de proteinas biolégicamente
importantes, incluyendo proteinas de membrana, que se seleccionan en base a un fenotipo definido.

Las matrices de gradiente pueden estar compuestas por restos seleccionados para capturar proteinas diana o pro-
tefnas relacionadas con grupos capaces de imitar estructuras bioldgicas tales como la estructura nuclear y transmem-
branosa, membranas artificiales o paredes celulares intactas.

Las muestras de andlisis incluyen cualquier biomolécula, en especial muestras que contienen proteinas tales como
mezclas de proteinas, que incluyen, sin limitacién, fuentes naturales y sintéticas. Las proteinas se pueden preparar por
traduccion de cromosomas aislados, genes, ADNc y bibliotecas gendmicas. Las proteinas se pueden aislar de células
y de otras fuentes. En ciertas realizaciones, los compuestos de captura proporcionados en este documento han sido
disefiados para capturar de forma selectiva diferentes modificaciones post-traduccionales de la misma proteina (es
decir, patrones de fosforilacién (por ejemplo, oncogenes), glicosilacién y otras modificaciones post-traduccionales).

Asimismo, se ofrecen otros métodos que emplean las recolecciones. En un método, las matrices se usan para dis-
tinguir entre diferentes conformaciones de una proteina y se pueden usar, por ejemplo, para la identificacién fenotipica
tal como para diagndstico. Por ejemplo, en las enfermedades de agregacion de proteinas, que son enfermedades que
implican una proteina alterada de manera conformacional, tal como las enfermedades por amiloides, las recolecciones
pueden distinguir entre la forma de la proteina que interviene en la enfermedad de la proteina normal y, por lo tanto,
diagnosticar la enfermedad en una muestra.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1 muestra la hibridacion, separacion y andlisis de espectro de masa de una mezcla de proteinas.
Figura 2 ofrece una representacion esquematica de una realizacién del aparato proporcionado en este documento.

Figura 3 muestra ejemplos no limitantes de estructuras dendriméricas sobre las que estdn basados los compuestos
ofrecidos en este documento.

Figura 4 ilustra la sintesis de enmascaramiento de un chip que posee parches de hidrofobia/hidrofilia variable.

Figura 5 muestra un ejemplo de chip que posee un gradiente bidimensional continuo de carga (eje Y) y de hidro-
fobia/hidrofilia (eje X).

Figura 6 ilustra un cambio diazo hidréfobo/hidroéfilo ajustable por la luz.

Figura 7 muestra un sustrato bidimensional continuo que tiene un gradiente de cargas eléctricas en una dimension,
y un gradiente de grupos hidréfobos/hidréfilos, ajustables por un gradiente de luz, en la otra dimension.
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Figura 8 ilustra una proteinas marcada con cuatro compuestos proporcionados en este documento, permitiendo de
este modo la separacion especifica de la proteina.

Figura 9 muestra la hibridacion incrementada y especifica resultante del uso de dos o mas marcas de oligonucleé-
tidos.

Figura 10 ilustra las hibridaciones posibles con proteinas marcadas con oligonucleétidos dendriméricos.
Figura 11 muestra el marcaje de una unica proteina con dos oligonucleétidos en una reaccion.

Figura 12 muestra diversas estructuras dendriméricas para Z.

Figura 13 es un diagrama de flujo de la produccién de proteinas recombinantes.

Figura 14 ilustra la produccién de una biblioteca de ADNc cebado con el oligonucleétido dT adaptado.
Figura 15 muestra la produccién de una biblioteca de ADNc especifica para un motivo de secuencia adaptado.
Figura 16 muestra la produccién de un ADNc especifico para un gen adaptado.

Figura 17 ilustra la purificacién de productos de amplificacién a partir de una biblioteca molde.

Figura 18 muestra una biblioteca de ADNc cebada con oligonucleétido dT adaptado como molde universal para la
amplificacion de subpoblaciones de genes.

Figura 19 ilustra la reduccién de la complejidad durante la amplificacién por PCR.
Figura 20 muestra la unién de una molécula bifuncional a una superficie sélida.

Figura 21 muestra el andlisis de proteinas purificadas a partir del rastreo de compuestos y la produccién de anti-
cuerpos.

Descripcion detallada de las realizaciones
A. Definiciones

A menos que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen
el significado habitualmente comprendido por un experto en la técnica a la que pertenecen la o las invenciones. En el
caso de que haya una pluralidad de definiciones para términos en este documento, prevalecerdn las indicadas en esta
seccién. Cuando se hace referencia a una URL (Localizador Uniforme de Recursos, siglas en inglés) u otro sistema de
identificacién o direccion similar, se entenderd que tales sistemas de identificacidon pueden variar y la informacién par-
ticular disponible en Internet puede surgir y desaparecer, pero que es posible hallar informacién equivalente buscando
en la red. La referencia a ello pone de manifiesto la disponibilidad y difusién publica de esta informacion.

Como se usa en este documento, un oligonucledtido significa una secuencia lineal de hasta aproximadamente
20, aproximadamente 50 o aproximadamente 100 nucleétidos, unidos por enlaces fosfodiéster. Por encima de esta
longitud, se comienza a usar el término polinucleétido.

Como se usa en este documento, un andlogo de oligonucleétido significa una secuencia lineal de hasta aproxima-
damente 20, aproximadamente 50 o aproximadamente 100 andlogos de nucledtidos, o una secuencia lineal de hasta
aproximadamente 20, aproximadamente 50, o aproximadamente 100 nucle6tidos unidos por un enlace “estructural”
diferente del enlace fosfodiéster, por ejemplo, un enlace fosfotriéster, un enlace fosforoamidato, un enlace fosforotioa-
to, un enlace metilfosfonato diéster, un enlace tioéster, o un enlace peptidico (4cido nucleico peptidico).

Como se usa en este documento, acido nucleico peptidico (PNA, siglas en inglés) hace referencia a andlogos de
acido nucleico en los que el esqueleto de ribosa-fosfato estd sustituido por uno unido por enlaces amida.

Como se usa en este documento, proteoma significa la totalidad de las proteinas presentes dentro de una célula.
Como se usa en este documento, una biomolécula es cualquier compuesto hallado en la naturaleza, o sus derivados.
Las biomoléculas incluyen, pero no estan limitadas a ellos, oligonucleétidos, oligonucledsidos, proteinas, péptidos,

aminodcidos, lipidos, esteroides, dcidos nucleicos peptidicos (PNAs), oligosacaridos y monosacdridos.

Como se usa en este documento, MALDI-TOF se refiere sistemas de espectrometria de masas en tdndem a tiempos
de vuelo con ionizacién por desorcion ldser asistida por matrices.

Como se usa en este documento, el término “condicionado” o “acondicionador”, cuando se utiliza en relacion con
una proteina, significa que el polipéptido ha sido modificado para reducir la energia laser necesaria para volatilizar la
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proteina, para minimizar la probabilidad de fragmentacién de la proteina, o para aumentar la resolucién de un espectro
de masa de la proteina o de los aminodcidos componentes. La resolucidn de un espectro de masa de una proteina se
puede aumentar acondicionando la proteina antes de llevar a cabo la espectrometria de masa. El acondicionamiento
se puede efectuar en cualquier etapa previa a la espectrometria de masa y se puede llevar a cabo mientras la proteina
estd inmovilizada. Por ejemplo, se puede acondicionar una proteina tratdndola con un material intercambiador de
cationes o intercambiador de aniones, que puede reducir la heterogeneidad de carga de la proteina para eliminar el
ensanchamiento de los picos causado por la heterogeneidad del niimero de cationes (o aniones) unidos a las diversas
proteinas de una poblacién. En una realizacion, se lleva a cabo la eliminacién de todos los cationes por intercambio
iénico, excepto los iones H* y amonio. Haciendo contactar un polipéptido con un agente de alquilacion tal como
yoduro de alquilo, yodo-acetamida, yodo-etanol o 2,3-epoxi- 1-propanol, es posible prevenir, por ejemplo, la formacién
de enlaces disulfuro en una proteina. De manera similar, las cadenas laterales de aminodcidos cargadas se pueden
convertir de derivados exentos de carga empleando cloruro de trialquilsililo.

Dado que los compuestos de captura contienen porciones de proteinas y dcidos nucleicos, se contempla también
el acondicionamiento apropiado para una o ambas porciones. Por consiguiente, en el andlisis de la porcion de dcido
nucleico asi como de la porcién de proteina, resulta conveniente realizar una purificacién previa para enriquecer las
biomoléculas que se deben analizar, asi como la eliminacién de todos los cationes, por ejemplo, por intercambio
i6nico, excepto H* y amonio, o efectuar otro tratamiento de acondicionamiento para mejorar la resolucién.

Por lo general, no es necesario el acondicionamiento de proteinas porque éstas son relativamente estables bajo
condiciones 4cidas y altamente enérgicas, de modo que las proteinas no requieren acondicionamiento para los anélisis
de espectrometria de masa. Sin embargo, en una realizacion dirigida a péptidos de menor longitud, existen medios
para mejorar la resolucién tales como la incorporacién de aminoacidos modificados, que son mas bdasicos que los
correspondientes residuos no modificados. Esta modificacion aumenta, en general, la estabilidad del polipéptido du-
rante el andlisis de espectrometria de masa. Igualmente, se puede usar la cromatografia de intercambio catiénico, asi
como procedimientos generales de lavado y purificacién que eliminan proteinas y otros componentes de la mezcla de
reaccion de la proteina para incrementar la resolucién del espectro resultante del andlisis de espectrometria de masa
de la proteina.

Como se usa en este documento, “matriz” se refiere al material con el que los conjugados de compuesto de captura-
biomolécula se combinan para el andlisis de espectrometria de masa MALDI. Se contempla cualquier material de
matriz tal como 4cidos sélidos, incluido el 4cido 3-hidroxipicolinico, matrices liquidas tales como glicerol, conocidos
por los expertos en la técnica para el analisis de dcidos nucleicos y/o proteinas. Dado que los conjugados de compuesto-
biomolécula contienen 4cidos nucleicos y proteinas, se puede utilizar una mezcla (6ptima para dcidos nucleicos y
proteinas) de moléculas de matriz.

Como se usa en este documento, macromolécula se refiere a cualquier molécula que tiene un peso molecular
comprendido entre centenas y millones. Las macromoléculas incluyen, pero sin estar limitadas a ellos, péptidos, pro-
tefnas, nucleoétidos, acidos nucleicos, hidratos de carbono y otras moléculas similares, generalmente sintetizadas por
organismos biolégicos, pero se pueden preparar también de forma sintética o usando métodos de biologia molecular
recombinante.

Como se usa en este documento, el término “biopolimero” se refiere a una molécula bioldgica, incluidas macro-
moléculas, compuesta por dos o multiples subunidades mondmeras, o derivados de las mismas, unidas por un enlace o
una macromolécula. Por ejemplo, un biopolimero puede ser un polinucleétido, un polipéptido, un hidrato de carbono,
o un lipido, o derivados o combinaciones de los mismos, por ejemplo, una molécula de dcido nucleico que contiene
una porcién de dcido nucleico peptidico o una glicoproteina. Los métodos y recolecciones de los mismos, aunque han
sido descritos en relacion con biopolimeros, se pueden adaptar para usarlos con otros esquemas y ensayos sintéticos
tales como las sintesis orgdnicas de productos farmacéuticos, o inorgdnicas y cualquier otra reaccion o ensayo llevado
a cabo sobre un soporte sélido, o en un pocillo en volimenes de nanolitros o menor.

Como se usa en este documento, el término biomolécula incluye biopolimeros y macromoléculas, y todas las mo-
Iéculas que se pueden aislar de organismos vivos y virus, incluidos, sin limitacién, células, tejidos, priones, animales,
plantas, virus, bacterias y otros organismos.

Como se usa en este documento, una particula bioldgica se refiere a un virus tal como un vector viral o cdpside
viral, con o sin 4cido nucleico empaquetado, fago, incluyendo un vector de fago o una cédpside de fago, con o sin
dcido nucleotidico encapsulado, una célula aislada, incluyendo células eucaridticas y procaridticas, o fragmentos de
las mismas, un liposoma o agente micelar, u otra particula de empaquetamiento, y otros materiales bioldgicos seme-
jantes. A los efectos de este documento, las particulas bioldgicas incluyen moléculas que no se consideran tipicamente
macromoléculas porque, por lo general, no se sintetizan, pero que estdn derivadas de células y virus.

Como se usa en este documento, un medicamento se refiere a cualquier compuesto que es candidato para ser uti-
lizado como agente terapéutico o como compuesto guia para disefiar un producto terapéutico, o que es un producto
terapéutico conocido. Estos compuestos pueden ser moléculas de escaso tamafio, incluidas moléculas organicas pe-
queiias, péptidos, miméticos peptidicos, moléculas antisentido, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, anticuerpos
recombinantes. Son especialmente interesantes los “medicamentos” que tienen propiedades de unidn especificas, de
modo que pueden ser usados como grupos de selectividad o para clasificar los compuestos de captura, ya se trate de
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una funcionalidad de separacién celular por cell sorting que se une a una diana en un soporte, o unido a un soporte
s6lido, en donde la funcionalidad de separacién celular por cell sorting es la diana del medicamento.

Como se usa en este documento, la expresion “4cido nucleico” se refiere a polinucledtidos de cadena sencilla y/o
doble tales como acido desoxirribonucleico (ADN) y acido ribonucleico (ARN), asi como andlogos o derivados de
ARN o ADN. Una molécula de 4cido nucleico es un polimero lineal de nucleétidos, unidos por enlaces fosfodiéster
3’,5’. En el ADN, o 4cido desoxirribonucleico, el grupo glucidico es desoxirribosa y las bases de los nucleétidos son
adenina, guanina, timina y citosina. El ARN, o 4cido ribonucleico, tiene ribosa como aztcar y la timina estd sustituida
por uracilo. En la expresion “dcido nucleico” estdn incluidos también los andlogos de dcidos nucleicos tales como el
acido nucleico peptidico (PNA), ADN fosforotioato y otros andlogos o derivados, o combinaciones de los mismos.

Como se usa en este documento, el término “polinucleétido” se refiere a un oligdmero o polimero que contiene
al menos dos nucledtidos o derivados nucleotidicos unidos, incluidos un 4cido desoxirribonucleico (ADN), un acido
ribonucleico (ARN), un derivado de ADN o ARN, que contiene, por ejemplo, un andlogo nucleotidico o un enlace “de
esqueleto” diferente del enlace fosfodiéster, por ejemplo, un enlace fosfotriéster, un enlace fosforoamidato, un enlace
metilfosfonato diéster, un enlace fosforotioato, un enlace tioéster, o un enlace peptidico (dcido nucleico peptidico).
El término “oligonucledtido” se utiliza también en este documento como sinénimo de “polinucledtido”, aunque los
expertos en la técnica reconocen que los oligonucledtidos, por ejemplo los cebadores de PCR, tienen una longitud
generalmente menor que aproximadamente cincuenta a cien nucleétidos.

Los andlogos de nucledtidos contenidos en un polinucledtido pueden ser, por ejemplo, nucleétidos modificados
por masa, lo que permite la diferenciacién de masa de los polinucleétidos; nucledtidos que contienen una marca de-
tectable tal como una marca fluorescente, radiactiva, colorimétrica, luminiscente o quimioluminiscente, que permite
la deteccion de un polinucleétido; o nucledtidos que contienen un grupo reactivo tal como un grupo biotina o tiol,
que facilita la inmovilizacién del polinucleétido sobre un soporte sélido. Asimismo, un polinucleétido puede contener
uno o miltiples enlaces fundamentales que pueden ser escindidos selectivamente, por ejemplo, de forma quimica,
enzimdtica o fotolitica. Por ejemplo, un polinucleétido puede incluir uno o miiltiples desoxirribonucleétidos, seguidos
de uno o mdltiples ribonucleétidos, que pueden ir seguidos por uno o miltiples desoxirribonucleétidos, en donde esta
secuencia se puede escindir en la secuencia de ribonucleétidos por hidrélisis basica. Del mismo modo, un polinucleé-
tido puede contener uno o mudltiples enlaces que sean relativamente resistentes a la escision, por ejemplo, un cebador
oligonucleotidico quimérico, que puede incluir nucleétidos unidos por enlaces de 4cidos nucleicos peptidicos y, al
menos, un nucledtido en el extremo 3’, que estd unido por un enlace fosfodiéster, o semejante, y que es capaz de ser
extendido por una polimerasa. Las secuencias de dcidos nucleicos peptidicos se pueden preparar usando métodos bien
conocidos (véase, por ejemplo, Weiler et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:2792-2799).

Un polinucleétido puede ser una porcién de una molécula de 4cido nucleico mayor, por ejemplo, una porcion de
un gen, que puede contener una regién polimérfica, o una porcién de una regidon extragénica de un cromosoma, por
ejemplo, una porcién de una regién de unidades de repeticion de nucledtidos tales como un locus de microsatélite
(STR, sigla en inglés), un locus de nimero variable de repeticiones en tindem (VNTR, sigla en inglés), un locus
de microsatélite o un locus de minisatélite. Un polinucleétido puede ser de cadena sencilla o doble, incluyendo, por
ejemplo, un hibrido de ADN-ARN, o puede tener una cadena triple o cuddruple. Cuando el polinucleétido es ADN d
cadena doble, puede estar en una configuracién A, B, L 6 Z, y un polinucleétido simple puede contener combinaciones
de tales configuraciones.

Como se usa en este documento, una “modificacién de masa” con respecto a una biomolécula que se debe analizar
por espectrometria de masa, se refiere a la inclusién de cambios de los 4tomos o grupos constituyentes que modifican
el peso molecular de la molécula resultante en incrementos definidos, detectables por el andlisis de espectrometria de
masa. Las modificaciones de masa no representan marcas radiactivas, tales como las marcas de isétopos o los grupos
fluorescentes u otras marcas habitualmente utilizadas para la deteccidn por medios diferentes de la espectrometria de
masa.

Como se usa en este documento, el término “polipéptido” significa al menos dos aminoécidos, o derivados de ami-
nodcidos, incluidos aminoédcidos modificados por masa y analogos de aminodcidos, unidos por un enlace peptidico
y que puede ser un enlace peptidico modificado. Un polipéptido se puede traducir a partir de un polinucleétido, que
puede incluir al menos una porcién de una secuencia de codificacién, o una porcién de una secuencia nucleotidica
que normalmente no se traduce debido, por ejemplo, a que estd localizada en un marco de lectura diferente del marco
de codificacién, o a que es una secuencia intrén, una secuencia 3’ 6 5’ no traducida, o una secuencia reguladora tal
como un promotor. Asimismo, un polipéptido puede ser sintetizado quimicamente y se puede modificar por métodos
quimicos o enzimaticos tras la traduccién o la sintesis quimica. Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina”
se utilizan esencialmente como sinénimos en este documento, aun cuando el experto en la técnica reconocerd que los
péptidos contienen, por lo general, menos de aproximadamente cincuenta a cien residuos aminodcidos, y que a menudo
las proteinas se obtienen a partir de una fuente natural y pueden contener, por ejemplo, modificaciones post-traduc-
cionales. Un péptido se puede modificar después de la traduccién, por ejemplo, por fosforilacién (fosfoproteinas),
glicosilacion (glicoproteinas, proteoglicanos), que se pueden llevar a cabo en la célula o en una reaccién in vitro.

Como se usa en este documento, el término “conjugado” se refiere a una unién estable, tipicamente debida a una
interaccién quimica, incluyendo una fijacién iénica y/o covalente. Entre los medios de conjugacién se encuentra la
interaccién de estreptavidina o avidina con biotina; la interaccién hidréfoba; la interaccién magnética (por ejemplo,
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con el uso de perlas magnéticas funcionalizadas tales como DYNABEADS, que son perlas magnéticas recubiertas
con estreptavidina, comercializadas por Dynal, Inc., Great Neck, NY y Oslo, Noruega); las interacciones polares tales
como las asociaciones de “humectacién” entre dos superficies polares o entre oligo/polietilenglicol; la formacién de
un enlace covalente tal como un enlace amida, enlace disulfuro, enlace tioéter, o mediante agentes reticulantes; y a
través de un enlazador dcido-14bil o foto-escindible.

Como se usa en este documento, “muestra” se refiere a una composicion que contiene un material que debe ser
detectado. A estos efectos, muestra se refiere a cualquier elemento que pueda contener una biomolécula. La muestra
puede ser una muestra bioldgica tal como un fluido biolégico o un tejido bioldgico obtenido de cualquier organismo
o una célula, o de un organismo o una particula viral o porciones de la misma. Los ejemplos de fluidos bioldgicos
incluyen orina, sangre, plasma, suero, saliva, semen, heces, esputo, liquido cefalorraquideo, ldgrimas, moco, esperma,
liquido amnidtico y similares. Los tejidos bioldgicos son agregados de células, habitualmente de un tipo particular,
junto con la sustancia intercelular que forman uno de los materiales estructurales de una estructura humana, animal,
vegetal, bacteriana, fingica o viral, incluidos los tejidos conectivo, epitelial, muscular y nervioso. Los ejemplos de
tejidos bioldgicos incluyen también 6rganos, tumores, ganglios linféticos, arterias y célula(s) individual(es).

De esta forma, las muestras incluyen muestras bioldgicas (por ejemplo, cualquier material obtenido de una fuente
procedente de un ser vivo (por ejemplo, humano, animal, vegetal, bacteriano, fiingico, protozoario, viral). La muestra
bioldgica puede estar en cualquier forma, incluidos materiales sélidos (por ejemplo, tejido, conglomerados celulares y
biopsias, tejidos de caddveres), y fluidos biolégicos (por ejemplo, orina, sangre, saliva, liquido amnidtico y enjuagues
de la boca (que contienen células bucales)). En ciertas realizaciones, los materiales sélidos estdn combinados con un
fluido. En realizaciones de este documento, la muestra para andlisis por espectrometria de masa incluye muestras que
contienen una mezcla de matriz usada para los andlisis de espectrometria de masa y el complejo de compuesto de
captura/biomolécula.

Como se usa en este documento, la expresion “soporte sélido” significa un material no gaseoso y no liquido,
provisto de una superficie. Por lo tanto, un soporte sélido puede ser una superficie plana construida, por ejemplo, de
vidrio, silicio, metal, pldstico o un material compuesto; o puede adoptar la forma de una perla tal como gel de silice,
un vidrio de porosidad controlada, una perla magnética o de celulosa; o puede ser un alfiler, incluida una matriz de
alfileres adecuada para la sintesis o andlisis combinatorio.

Como se usa en este documento, una recoleccién se refiere a la combinacién de, por lo general, 10, 50, 100,
500, 1000 o mds miembros. En particular, una recoleccién se refiere a la combinacién de los compuestos de captura
descritos anteriormente.

Como se usa en este documento, una matriz se refiere a una recoleccién de elementos tales como los compuestos
de captura. Una matriz direccionable es aquella en la que los miembros de la matriz son identificables, tipicamente por
su posicion en un soporte de fase sélida, pero también gracias a un identificador o marca detectable. Por consiguiente,
y por lo general, los miembros de una matriz estdn inmovilizados en loci identificables discretos en la superficie de
una fase sélida. Una pluralidad de los compuestos estd unida a un soporte tal como una matriz sobre la superficie
de un soporte tal como un chip de silicio u otra superficie, generalmente por medio de la unién de la funcionalidad
de separacién celular por cell sorting con un grupo o compuesto en la superficie del soporte. El direccionamiento
se puede lograr marcando electrénicamente cada miembro, por ejemplo, con una marca de radiofrecuencia (RF),
mediante el uso de perlas codificadas por colores, u otras marcas codificadas por colores e identificables, o por medio
del peso molecular. Por lo tanto, y por lo general, los miembros de una matriz estdn inmovilizados en loci discretos
e identificables en la superficie de una fase sélida, o directa o indirectamente unidos o asociados por cualquier otro
método con la marca identificable tal como fijados a una micro-esfera u otro soporte particulado (denominado perlas
en este documento), y suspendido en solucién o dispersado sobre una superficie.

Como se usa en este documento, una matriz en gradiente se refiere a una matriz de restos tales como X e Y, de
manera que las propiedades de los miembros de la matriz varian gradualmente a lo largo de cada eje. X es un grupo o
funcién de reactividad, tal como se ha definido anteriormente, e Y es un grupo o funcién de selectividad tal como se
ha descrito anteriormente. Propiedades seleccionadas de X e Y se modifican de forma predeterminada.

Como se usa en este documento, “sustrato” se refiere a un soporte insoluble sobre el que estd depositada la muestra
y/o la matriz. El soporte se puede construir con pricticamente cualquier material insoluble o sélido. Por ejemplo,
gel de silice, vidrio (por ejemplo, vidrio de porosidad controlada (CGP, sigla en inglés)), nailon, resina Wang, resina
Merrifield, dextrano reticulado con epiclorohidrina (por ejemplo, Sephadex®), agarosa (por ejemplo, Sepharose®),
celulosa, perlas magnéticas, Dynabeads, una superficie metdlica (por ejemplo, de acero, oro, plata, aluminio, silicio y
cobre), un material plastico (por ejemplo, polietileno, polipropileno, poliamida, poliéster, difluoruro de polivinilideno
(PVDF)). Ejemplos de sustratos incluyen, sin limitaciones, perlas (por ejemplo, gel de silice, vidrio de porosidad
controlada, magnéticas, dextrano reticulado con epiclorohidrina (por ejemplo, Sephadex®), agarosa (por ejemplo,
Sepharose®), celulosa), capilares, soportes planos tales como filtros de fibra de vidrio, superficies de vidrio, superficies
metdlicas (acero, oro, plata, aluminio, cobre y silicio), materiales pldsticos incluidas las placas 0 membranas multi-
pocillos (por ejemplo, de polietileno, polipropileno, poliamida, difluoruro de polivinilideno), alfileres (por ejemplo,
matrices de alfileres adecuadas para la sintesis o andlisis combinatorio, o perlas en fosas de superficies planas tales
como obleas (por ejemplo, obleas de silicio), con o sin placas de filtro. El soporte sélido adopta cualquier forma
deseada incluidas, sin limitaciones, una perla, capilar, placa, membrana, oblea, peine, alfiler, oblea dotada de fosas,
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una matriz de fosas o pocillos de nanolitro, asi como otras geometrias y formas conocidas por los expertos en la técnica.
Los soportes incluyen superficies planas disefiadas para recibir o fijar muestras en loci discretos. En una realizacion,
las superficies planas incluyen las provistas de regiones hidr6fobas que rodean loci hidréfilos para recibir, contener o
fijar una muestra.

Los soportes pueden ser particulados o pueden estar en forma de una superficie continua tal como una placa o
pocillo de microtitulacién, una ldmina de vidrio, un chip de silicio, una ldmina de nitrocelulosa, una malla de nailon,
u otros materiales de este tipo. Cuando se usa un material particulado, las particulas tienen, tipicamente, al menos una
dimensién dentro del intervalo de 5-10 mm o menor. Estas particulas, a las que se denomina en general “perlas” en
este documento, son a menudo, pero no necesariamente, esféricas. Sin embargo, la referencia al término “perla” no
limita la geometria de la matriz, que puede adoptar cualquier forma, incluidas formas aleatorias, como agujas, fibras
y alargadas. También se contemplan “perlas”, en especial micro-esferas que son suficientemente pequefias para ser
usadas en la fase liquida. Las “perlas” pueden incluir componentes adicionales tales como particulas magnéticas o
paramagnéticas (véase, por ejemplo, Dynabeads (Dynal, Oslo, Noruega) para la separacién por el uso de imanes, con
la condicién de que los componentes adicionales no interfieran con los métodos y andlisis de este documento.

Como se usa en este documento, “polimorfismo” hace referencia a la coexistencia de mds de una forma de un
gen o porcién del mismo. Existen al menos dos formas diferentes en que puede estar presente la porciéon de un
gen, por ejemplo, dos secuencias de nucleétidos diferentes, que se denomina “regién polimoérfica de un gen”. Una
region polimérfica puede ser un tnico nucleétido, por ejemplo, un polimorfismo nucleotidico simple (SNP, sigla en
inglés), cuya identidad difiere en distintos alelos. Una regién polimoérfica puede tener, también, una longitud de varios
nucleétidos.

Como se usa en este documento, “gen polimorfico” se refiere a un gen que tiene al menos una regién polimérfica.

Como se usa en este documento, “alelo”, que se utiliza de forma intercambiable con “variante alélica”, se refiere
a formas alternativas de un gen o porciones del mismo. Los alelos ocupan el mismo locus o posicién en cromosomas
homélogos. Cuando el sujeto tiene dos alelos idénticos de un gen, se afirma que el sujeto es homocigoto para el gen o
el alelo. Cuando un sujeto tiene dos alelos diferentes de un gen, se dice que el sujeto es heterocigoto para el gen. Los
alelos de un gen especifico pueden diferir entre si en un tnico nucleétido o en varios nucleétidos, y pueden incluir
sustituciones, deleciones e inserciones de nucleétidos. Igualmente, el alelo de un gen puede ser también una forma de
un gen que contiene una mutacion.

Como se usa en este documento, “alelo predominante” se refiere a un alelo que aparece representado con la maxima
frecuencia de una poblacién determinada. El o los alelos que estdn presentes con menor frecuencia se designan como
variantes alélicas.

Como se usa en este documento, “asociado” se refiere a la coincidencia con el desarrollo o manifestacion de una
enfermedad, trastorno o fenotipo. La asociacién puede deberse, pero no estd limitada a ellos, a genes responsables de la
economia del organismo, cuya alteracién puede constituir la base para una diversidad de enfermedades y trastornos, los
que forman parte de una via que interviene en una enfermedad, trastorno o fenotipo especifico, y los que contribuyen
de forma indirecta a la manifestacién de una enfermedad, trastorno o fenotipo.

Como se usa en este documento, el término “sujeto” se refiere a un organismo vivo tal como un mamifero, una
planta, un hongo, un invertebrado, un pez, un insecto, un organismo patogénico tal como un virus o una bacteria, e
incluye seres humanos y otros mamiferos.

Como se usa en este documento, la expresion “gen” o “gen recombinante” se refiere a una molécula de 4cido nu-
cleico que contiene un marco de lectura abierta e incluye al menos una secuencia de exén y (opcionalmente) de intrén.
Un gen puede ser ARN o ADN. Los genes pueden incluir regiones previas y posteriores a la regién de codificacion.

Como se usa en este documento, “intrén” se refiere a un fragmento de ADN presente en un gen determinado, que
se corta y empalma durante la maduracién del ARNm.

Como se usa en este documento, “secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucledtidos expuesta
en SEQ ID NO: x” se refiere a la secuencia de nucledtidos de la cadena complementaria de una cadena de dcidos
nucleicos que tiene la SEQ ID NO: x. La expresion “cadena complementaria” se utiliza de forma intercambiable con el
término “complemento”. El complemento de una cadena de 4cidos nucleicos puede ser el complemento de una cadena
de codificacion o el complemento de una cadena no codificadora. Cuando se hace referencia a dcidos nucleicos de
doble cadena, el complemento de un 4cido nucleico que tiene la SEQ ID NO: x se refiere a la cadena complementaria
de la cadena que tiene la SEQ ID NO: x o a cualquier dcido nucleico que tenga la secuencia de nucledtidos de la
cadena complementaria de SEQ ID NO: x. Cuando se hace referencia a un 4cido nucleico de cadena sencilla que tiene
la secuencia de nucle6tidos SEQ ID NO: x, el complemento de este dcido nucleico es un acido nucleico que tiene una
secuencia de nucleétidos que es complementaria a la de SEQ ID NO: x.

Como se usa en este documento, la expresion “secuencia codificadora” se refiere a la porcion de un gen que codifica
un aminodcido que constituye un polipéptido o proteina.
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Como se usa en este documento, la expresion “cadena con sentido” se refiere a la cadena de una molécula de acido
nucleico de doble cadena que posee la secuencia del ARNm que codifica la secuencia de aminodcidos codificada por
la molécula de acido nucleico de doble cadena.

Como se usa en este documento, la expresion “cadena antisentido” se refiere a esa cadena de una molécula de 4cido
nucleico de doble cadena que es el complemento de la secuencia del ARNm que codifica la secuencia de aminodcidos
codificada por la molécula de 4cido nucleico de doble cadena.

Como se usa en este documento, los aminoacidos que se encuentran una las diversas secuencias de aminodcidos
que aparecen en este documento, se identifican de acuerdo con sus abreviaturas bien conocidas de tres o una letra. Los
nucledtidos que existen en los distintos fragmentos de ADN se designan con la nomenclatura de una tnica letra usada
habitualmente en la técnica (véase la Tabla 1).

Como se usa en este documento, residuo de aminodcido se refiere a un aminoacido formado tras la digestiéon
quimica (hidrdlisis) de un polipéptido en sus enlaces peptidicos. Los residuos de aminodcidos que se describen en este
documento se encuentran, en determinadas realizaciones, en la forma isomera “L”. Los residuos en la forma isomera
“D” pueden ser sustituidos por cualquier residuo aminodcido L, con la condicién de que el polipéptido conserve
la propiedad funcional deseada. NH, se refiere al grupo amino libre presente en el extremo amino terminal de un
polipéptido. COOH se refiere al grupo carboxi libre presente en el extremo carboxilo terminal de un polipéptido.
De acuerdo con la nomenclatura convencional de los polipéptidos, descrita en J. Biol. Chem., 243:3552-59 (1969) y
adoptada en la 37* C.ER. §§ 1.821-1.822, las abreviaturas de los residuos de aminodcidos se muestran en la Tabla
siguiente:

TABLA 1

Tabla de correspondencias

SIMBOLO
1 LETRA 3 LETRAS AMINOACIDO
Y Tyr Tirosina
G Gly Glicina
F Phe Fenilalanina
M Met Metionina
A Ala Alanina
S Ser Serina
| lle Isoleucina
L Leu Leucina
T Thr Treonina
Vv Val Valina
P Pro Prolina
K Lys Lisina
H His Histidina
Q GIn Glutamina
E Glu Acido glutamico
Z Glx Glu y/o GIn
W Trp Triptéfano
R Arg Arginina
D Asp Acido aspartico
N Asn Asparagina
B Asx Asn y/o Asp
C Cys Cisteina
X Xaa Desconocido u otro

Se debe sefialar que todas las secuencias de residuos aminoécidos representadas en este documento mediante
férmulas tienen una orientacién de izquierda a derecha en la direccién convencional de extremo amino terminal a
extremo carboxilo terminal. Adicionalmente, la expresion “residuo (de) aminoacido” estd definida en su sentido més
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amplio para incluir los aminodcidos enumerados en la Tabla de Correspondencias, y los aminodcidos modificados
y poco frecuentes, tales como los que se relacionan en 37 C.ER. §§ 1.821-1.822. Ademds, se debe destacar que un
guion situado al comienzo o al final de una secuencia de residuos aminodcidos indica un péptido unido a una secuencia
adicional de uno o multiples residuos aminodcidos, o a un grupo amino-terminal tal como NH, o a un grupo carboxilo-
terminal tal como COOH.

En un péptido o proteina, los expertos en la técnica conocen sustituciones conservativas adecuadas de aminodcidos
que, por lo general, se pueden llevar a cabo sin alterar la actividad biolégica de la molécula resultante. Los expertos
en la técnica reconocerdn que, en general, las sustituciones de aminodcidos aislados en regiones no esenciales de un
polipéptido no alteran sustancialmente la actividad biolégica (véase, por ejemplo, Watson et al. Molecular Biology of
the Gene, 4* edicion, 1987, The Benjamin/Cummings Pub. Co., pag. 224).

Dichas sustituciones se pueden llevar a cabo de acuerdo con las expuestas en la siguiente Tabla 2:

TABLA 2

Ala (A) Gly; Ser
Arg (R) Lys
Asn (N) Glin; His
Asp (D) Glu
Cys (C) Ser
Gln (Q) Asn
Glu (E) Asp
Gly (G) Ala; Pro
His (H) Asn; GIn
lle (1) Leu; Val
Leu (L) lle; Val
Lys (K) Arg; Gin
Met (M) Leu; Tyr; lle
Phe (F) Met; Leu; Tyr
Ser (S) Thr
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe
Val (V) lle; Leu

Asimismo, es posible llevar a cabo otras sustituciones, que se pueden determinar empiricamente o de acuerdo con
sustituciones conservativas conocidas.

Como se usa en este documento, un ADN u homélogo de 4cido nucleico se refiere a un dcido nucleico que incluye
una secuencia de nucleétidos conservada preseleccionada, tal como una secuencia que codifica un polipéptido tera-
péutico. Por la expresion “sustancialmente hom6logo” se entiende la existencia de una homologia de al menos 80%, al
menos 90%, al menos 95% con el mismo, o un porcentaje menor de homologfa o identidad y una actividad o funcién
bioldgica conservada.

Con frecuencia, los términos “homologia” e “identidad” se usan de forma intercambiable. En este sentido, la
homologia o identidad porcentual se puede determinar, por ejemplo, comparando la informacién de secuencia usando
el programa informatico GAP. El programa GAP utiliza el método de alineacién de Needleman y Wunsch (J. Mol.
Biol. 48:443 (1970), segiin la revision de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math. 2:482 (1981). En pocas palabras, el
programa GAP define similitud como el nimero de simbolos alineados (por ejemplo, nucleétidos o aminodcidos) que
son similares, dividido por el nimero total de simbolos en la més corta de las dos secuencias. Los pardmetros por
defecto para el programa GAP pueden incluir: (1) una matriz de comparacién unaria (que contiene un valor de 1 para
identidades y O para ausencia de identidades) y la matriz ponderada de comparacién de Gribskov y Burgess, Nucl.
Acids Res. 14:6745 (1986), segun la describen Schwartz y Dayhoff, editores, ATLAS OF PROTEIN SEQUENCE
AND STRUCTURE, National Biomedical Research Foundation, pags. 353-358 (1979); (2) una penalizacién de 3,0
para cada separacién y una penalizacién adicional de 0,10 por cada simbolo en cada separacién; y (3) ausencia de
penalizacion para las separaciones finales.

Es posible determinar si dos moléculas de 4cido nucleico cualquiera tienen secuencias “idénticas” en al menos

80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% usando algoritmos informaticos conocidos tales como el programa
“FAST A”, utilizando, por ejemplo, los pardmetros por defecto como en Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 85:2444 (1988). De forma alternativa, se puede usar la funcién BLAST de la base de datos de informacién del
Centro Nacional de Biotecnologia para determinar la identidad.

En general, las secuencias estdn alineadas de manera que se alcanza la coincidencia de maximo orden. La “identi-
dad” tiene, por si misma, un significado reconocido en la técnica, que se puede calcular usando métodos ya publicados.
(Véanse, por ejemplo, Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed. Oxford University Press, Nueva York, 1988;
Biocomputing: Informatic and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer
Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence
Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991). Aunque existe una serie de
métodos para medir la identidad entre dos secuencias de polinucleétidos o polipéptidos, el término “identidad” es bien
conocido para los expertos en la técnica (Carillo, H. y Lipton, D., SIAM J Applied Math 48:1073 (1988)). Los métodos
para determinar identidad y similitud estdn codificados en los programas informaticos. Los métodos de los programas
informadticos para determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluyen, pero no estdn limitados a ellos, el
paquete de programa GCG (Devereux, J. et al, Nucleic Acids Research 12(1):387 (1984); BLASTP, BLASTIN, FASTA
(Atschul, S.F. et al., J Molec Biol. 215:403 (1990)).

Por lo tanto, tal como se usa en este documento, el término “identidad” representa una comparacién entre un
polipéptido o polinucleétido de ensayo y uno de referencia. Por ejemplo, un polipéptido de ensayo se puede definir
como cualquier polipéptido que es idéntico en 90% o mds a un polipéptido de referencia.

Como se usa en este documento, la expresién “idéntico en al menos 90% a” se refiere a identidades porcentuales
desde 90 hasta 99,99 con respecto a los polipéptidos de referencia. La identidad a un nivel de 90% o maés es indicativa
del hecho de que, suponiendo con fines de ejemplificacién que se comparan una longitud de polipéptido de ensayo
y de referencia de 100 aminodcidos, no mas de 10% (por ejemplo, 10 de cada 100) aminoacidos del polipéptido de
ensayo difiere de los del polipéptido de referencia. Se pueden realizar comparaciones similares entre polinucle6tidos
de ensayo y de referencia. Estas diferencias se pueden representar como mutaciones puntuales, distribuidas aleatoria-
mente a lo largo de toda la longitud de una secuencia de aminoécidos, o pueden estar agrupadas en una o mdltiples
localizaciones de longitudes variables hasta el mdximo permisible, por ejemplo, una diferencia de 10/100 aminoacidos
(identidad de aproximadamente 90%). Las diferencias se definen como sustituciones o deleciones de dcidos nucleicos
0 aminodécidos.

Como se usa en este documento, la estringencia de hibridacion en la determinacién de desajustes porcentuales es
la siguiente:

1) Estringencia elevada: 0,1 x SSPE, 0,1% SDS, 65°C
2) Estringencia media: 0,2 x SSPE, 0,1% SDS, 50°C
3) Estringencia baja: 1,0 x SSPE, 0,1% SDS, 50°C

Los expertos en la técnica saben que la etapa de lavado ayuda a seleccionar hibridos estables y conocen, también,
los ingredientes de SSPE (véase, por ejemplo, Sambrook, E.F., Fritsch, T. Maniatis en: Molecular Cloning, A Labora-
tory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), vol. 3, pag. B.13; véanse, igualmente, diversos catdlogos
que describen soluciones de laboratorio usadas habitualmente). SSPE es solucién tampdn fosfato de NaCl 0,18 a pH
7,4. Ademds, los expertos en la técnica reconocerdn que la estabilidad de los hibridos estd determinada por T,,, que
es una funcién de la concentracién del i6n sodio y la temperatura (T,, = 81,5°C-16,6(log,z[Na*]) + 0,41 (% G + C)-
600/1)), de manera que los tinicos pardmetros criticos para la estabilidad del hibrido bajo las condiciones de lavado son
la concentracién del i6n sodio en el SSPE (o SSC) y la temperatura.

Se entiende que es posible lograr estringencias equivalentes usando soluciones tampon, sales y temperaturas al-
ternativas. A modo de ejemplo y no de limitacién, los procedimientos que usan condiciones de baja estringencia son
los siguientes (véase también Shilo y Weinberg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:6789-6792 (1981)): Durante 6 horas
se pretratan filtros que contienen ADN a 40°C en una solucién que contiene formamida al 35%, 5X SSC, Tris-HCI
50 mM (pH 7,5), EDTA 5 mM, PVP al 0,1%, Ficoll al 0,1%, BSA al 1% y 500 ug/ml de ADN desnaturalizado de
esperma de salmén (10X SSC es cloruro sédico 1,5 M y citrato sédico 0,15 M, ajustado a pH 7).

Las hibridaciones se llevan a cabo en la misma solucién, con las modificaciones siguientes: se utilizan PVP al
0,02%, Ficoll al 0,02%, BSA al 0,2%, 100 ug/ml de ADN de esperma de salmén, sulfato de dextrano al 10% (peso/vol)
y 5-20 X 10° cpm de sonda marcada con P*. Los filtros se incuban en la mezcla de hibridacién durante 18-20 horas
a 40°C y, a continuacion, se lavan durante 1,5 horas a 55°C en una solucién que contiene 2X SSC, Tris-HC] 25 mM
(pH 7,4)=, EDTA 5 mM y SDS al 0,1%. La solucién de lavado se sustituye por solucién recién preparada y se incuba
durante 1,5 horas adicionales a 60°C. Los filtros se secan con papel secante y se exponen para autorradiografia. Si
es necesario, los filtros se lavan por tercera vez a 65-68°C y se exponen nuevamente a la pelicula. Se conocen en la
técnica otras condiciones de estringencia baja que se pueden usar (por ejemplo, segiin se emplean en hibridaciones de
especies cruzadas).

A modo de ejemplo y no de limitacién, los procedimientos que usan condiciones de estringencia moderada inclu-
yen, por ejemplo, sin estar limitados a ellos, los siguientes: Se pretratan filtros que contienen ADN durante 6 horas a
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55°C en una solucién que contiene 6X SSC, 5X solucién de DEnhart, SDS al 0,5% y 100 pg/ml de ADN desnaturali-
zado de esperma de salmoén. Las hibridaciones se llevan a cabo en la misma solucién y se usa una sonda de 5-10 X 10°
cpm marcada con P*, Los filtros se incuban en mezcla de hibridacién durante 18-20 horas a 55°C y, a continuacion, se
lavan dos veces durante 30 minutos a 60°C en una solucién que contiene °X SSC y SDS al 0,1%. Los filtros se secan
sobre papel secante y se exponen para autorradiografia. En la técnica se conocen bien otras condiciones de estringencia
moderada que se pueden usar. El lavado de los filtros se efectia a 37°C durante 1 hora en una solucién que contiene
2X SSC, SDS al 0,1%.

A modo de ejemplo y no de limitacién, los procedimientos que usan condiciones de alta estringencia son los
siguientes: Se lleva a cabo una pre-hibridacién de filtros que contienen ADN durante 8 horas hasta durante una noche
a 65°C en una solucién tampén compuesta por 6X SSC, Tris-HCI 50 mM (pH 7.5), EDTA 1 mM, PVP al 0,02%, Ficoll
al 0,02%, BSA al 0,02%, y 500 pg/ml de ADN desnaturalizado de esperma de salmén. Los filtros se hibridan durante
48 horas a 65°C en mezcla de pre-hibridacion que contiene 100 ug/ml de ADN desnaturalizado de esperma de salmén
y una sonda de 5-20 X 10° cpm marcada con P*. El lavado de los filtros se efectda a 37°C durante 1 hora en una
solucién que contiene 2X SSC, PVP al 0,01%, Ficoll al 0,01% y BSA al 0,01%. A continuacidn, se realiza un lavado
en 0,1X SSC a 50°C durante 45 minutos antes de la autorradiografia. En la técnica, se conocen bien otras condiciones
de estringencia alta que se pueden usar.

La expresion “sustancialmente idéntico” o “sustancialmente homdlogo o similar” varia con el contexto, tal como
lo entenderdn los expertos en la técnica pertinente y, por lo general, significa una identidad de al menos 60% o 70%,
preferentemente significa una identidad de al menos 80%, 85% o, mds preferentemente, de al menos 90% y, de forma
especialmente preferida, una identidad de al menos 95%.

Se debe entender que los compuestos ofrecidos en este documento pueden contener centros quirales. Estos centros
quirales pueden ser de configuracién (R) o (S), o ser una mezcla de las mismas. De esta forma, los compuestos ofreci-
dos en este documento pueden ser enantioméricamente puros, o ser mezclas estereoisdmeras o diastereoisomeras. En
el caso de residuos aminodcidos, tales residuos pueden ser de la forma L o D. En una realizacion, la configuracién de
los residuos aminoécidos de origen natural es L.

Como se usa en este documento, sustancialmente puro significa suficientemente homogéneo para aparecer libre de
impurezas facilmente detectables por los métodos convencionales de andlisis tales como cromatografia de capa fina
(TLC, sigla en inglés), electroforesis sobre gel, cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, sigla en inglés) y es-
pectrometria de masa (MS), utilizados por los expertos en la técnica para evaluar dicha pureza, o suficientemente puro,
de manera que una purificacioén adicional no alteraria de forma detectable las propiedades fisicas y quimicas, tales co-
mo las actividades bioldgica y enzimatica, de la sustancia. Los expertos en la técnica conocen métodos de purificacién
de los compuestos para obtener compuestos sustancialmente puros desde el punto de vista quimico. No obstante, un
compuesto sustancialmente puro desde el punto de vista quimico puede ser una mezcla de estereoisémeros. En tales
casos, una purificacién adicional podria incrementar la actividad especifica del compuesto.

Como se usa en este documento, un enlace o resto susceptible de escisién hace referencia a un enlace o resto que se
escinde o es escindible bajo condiciones especificas de tipo quimico, enzimatico o fotolitico. Cuando no se especifica
en el documento, dicho enlace es escindible bajo las condiciones del andlisis MALDI-MS, tal como un laser UV o IR.

Como se usa en este documento, un resto “escindible selectivamente” es un resto que puede ser escindido de forma
selectiva sin afectar o alterar la composicién de las otras porciones del compuesto de interés. Por ejemplo, un resto
L escindible de los compuestos descritos en este documento es uno que puede ser escindido por medios quimicos,
enzimdticos, fotoliticos o de otro tipo, sin afectar o alterar la composicion (por ejemplo, la composicién quimica) de
la biomolécula conjugada, incluida una proteina. Restos “no escindibles” son aquellos que no pueden ser escindidos
selectivamente sin afectar o alterar la composicién de las porciones restantes del compuesto de interés.

Como se usa en este documento, unir con afinidad alta significa una unién que tiene una constante de asociacion
k, de al menos 10° y, por lo general, 10'°, 10" litros/mol o mayor, o una K., de 10°, 10'°, 10", 10" o0 mayor. A los
efectos del presente documento, las uniones de alta afinidad formados por los grupos de reactividad son aquellas que
son estables al laser (UV e IR) usado en los analisis MALDI-MS.

Como se usa en este documento, “alquilo”, “alquenilo” y “alquinilo”, si no se especifica, contienen desde 1 hasta
20 carbonos, o 1 a 16 carbonos, y son cadenas de carbono lineales o ramificadas. Las cadenas de carbono alquenilo
tienen 2 hasta 20 carbonos y, en ciertas realizaciones, contienen 1 hasta 8 dobles enlaces. Las cadenas de carbono al-
quenilo de 1 a 16 carbonos, en ciertas realizaciones, contienen 1 a 5 dobles enlaces. Las cadenas de carbono alquinilo
tienen desde 2 hasta 20 carbonos y, en una realizacién, contienen 1 hasta 8 triples enlaces. Las cadenas de carbono
alquinilo de 2 a 16 carbonos, en ciertas realizaciones, contienen 1 hasta 5 triples enlaces. Ejemplos de grupos alquilo,
alquenilo y alquinilo incluyen, sin limitaciones, metilo, etilo, propilo, isopropilo, isobutilo, n-butilo, sec-butilo, terc-
butilo, isopentilo, neopentilo, terc-pentilo e isohexilo. Los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo, salvo que se especifi-
que lo contrario, pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o miultiples grupos, incluidos sustituyentes de grupos
alquilo que pueden ser iguales o diferentes.

Como se usa en este documento, “alquilo inferior”, “alquenilo inferior” y “alquinilo inferior” se refieren a cadenas
de carbono que tienen menos de aproximadamente 6 carbonos.
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Como se usa en este documento, “alqu(en)(in)ilo” se refiere a un grupo alquilo que contiene al menos un doble
enlace y al menos un triple enlace.

Como se usa en este documento, un “sustituyente de grupo alquilo” incluye, sin limitaciones, halo, haloalquilo, in-
cluidos halo-alquilo inferior, arilo, hidroxi, alcoxi, ariloxi, alquiloxi, alquiltio, ariltio, aralquiloxi, aralquiltio, carboxi-
alcoxicarbonilo, oxo y cicloalquilo.

Como se usa en este documento, “arilo” se refiere a grupos aromaticos que contienen desde 5 hasta 20 atomos
de carbono, y pueden ser un sistema de anillo mono-, multiciclico o fusionado. Los grupos arilo incluyen, sin limita-
ciones, fenilo, naftilo, bifenilo, fluorenilo y otros, que pueden estar no sustituidos o sustituidos con uno o mdltiples
sustituyentes.

Como se usa en este documento, “arilo” se refiere también a grupos que contienen arilo, incluidos, sin limitaciones,
grupos ariloxi, ariltio, arilcarbonilo y arilamino.

Como se usa en este documento, “sustituyente de grupo arilo” incluye, sin limitaciones, alquilo, alquenilo, al-
quinilo, cicloalquilo, cicloalquil-alquilo, arilo, heteroarilo sustituido opcionalmente con 1 o multiples, incluidos 1 a
3 sustituyentes seleccionados de halo, haloalquilo y alquilo, aralquilo, heteroaralquilo, alquenilo que contiene 1 a 2
dobles enlaces, alquinilo que contiene 1 a 2 triples enlaces, grupos alqu(en)(in)ilo, halo, pseudo-halo, ciano, hidroxi,
haloalquilo y polihaloalquilo, incluido halo-alquilo inferior, especialmente trifluorometilo, formilo, alquilcarbonilo,
arilcarbonilo que estd sustituido opcionalmente con 1 o mdltiples incluidos 1 a 3 sustituyentes seleccionados de halo,
haloalquilo y alquilo, heteroaril-carbonilo, carboxi, alcoxi-carbonilo, ariloxi-carbonilo, aminocarbonilo, alquil-amino-
carbonilo, dialquil-aminocarbonilo, aril-aminocarbonilo, diaril-aminocarbonilo, aralquil-aminocarbonilo, alcoxi, ari-
loxi, perfluoroalcoxi, alqueniloxi, alquiniloxi, arilalcoxi, aminoalquilo, alquil-aminoalquilo, dialquil-aminoalquilo,
aril-aminoalquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, arilamino, alquil-arilamino, alquil-carbonilamino, aril-carboni-
lamino, azido, nitro, mercapto, alquiltio, ariltio, perfluoroalquiltio, tiociano, isotiociano, alquilsulfinilo, alquilsulfonilo,
arilsulfinilo, arilsulfonilo, aminosulfonilo, alquil-aminosulfonilo, dialquil-aminosulfonilo y aril-aminosulfonilo.

Como se usa en este documento, “aralquilo” se refiere a un grupo alquilo en el cual uno de los dtomos de hidrégeno
del alquilo est4 sustituido con un grupo arilo.

Como se usa en este documento, “heteroaralquilo” se refiere a un grupo alquilo, en el que uno de los dtomos de
hidrégeno del alquilo esta sustituido con un grupo heteroarilo.

Como se usa en este documento, “cicloalquilo” se refiere a un sistema de anillo mono- o multiciclico saturado,
en una realizacion, de 3 a 10 dtomos de carbono, o 3 hasta 6 4tomos de carbono; cicloalquenilo y cicloalquinilo se
refieren a sistemas de anillo mono- o multiciclicos que incluyen, respectivamente, al menos un doble enlace y al
menos un triple enlace. Los grupos cicloalquenilo y cicloalquinilo pueden contener, en una realizacion, 3 a 10 4tomos
de carbono, en tanto que, en otras realizaciones, el grupo cicloalquenilo contiene 4 hasta 7 dtomos de carbono, y
los grupos cicloalquinilo, en otras realizaciones, contienen 8 a 10 atomos de carbono. Los sistemas de anillo de los
grupos cicloalquilo, cicloalquenilo y cicloalquinilo pueden estar compuestos por un anillo o dos 0 mds anillos que
pueden estar unidos entre si de forma fusionada, mediante puentes o espiro-conectada y, opcionalmente, pueden estar
sustituidos con uno o miiltiples sustituyentes del grupo alquilo.

“Cicloalqu(en)(in)ilo” se refiere a un grupo cicloalquilo que contiene al menos un doble enlace y al menos un triple
enlace.

Como se usa en este documento, “heteroarilo” se refiere a un sistema de anillo monociclico o multiciclico, en
una realizacién de aproximadamente 5 hasta aproximadamente 15 miembros, en donde uno o més, 6 1 hasta 3 de
los 4tomos del sistema de anillo es un heterodtomo que es un elemento diferente del carbono, por ejemplo, dtomos
de nitrégeno, oxigeno y azufre. El heteroarilo puede estar sustituido opcionalmente con uno o mdltiples, incluidos 1
a 3 sustituyentes del grupo arilo. El grupo heteroarilo puede estar fusionado opcionalmente con un anillo benceno.
Ejemplos de grupos heteroarilo incluyen, sin limitaciones, pirroles, porfirinas, furanos, tiofenos, selenofenos, pirazo-
les, imidazoles, triazoles, tetrazoles, oxazoles, oxadiazoles, tiazoles, tiadiazoles, indoles, carbazoles, benzofuranos,
benzotiofenos, indazoles, benzimidazoles, benzotriazoles, benzoxatriazoles, benzotiazoles, benzoselenozoles, benzo-
tiadiazoles, benzoselenadiazoles, purinas, piridinas, piridazinas, pirimidinas, pirazinas, triazinas, quinolinas, acridinas,
isoquinolinas, cinolinas, ftalazinas, quinazolinas, quinoxalinas, fenazinas, fenantrolinas, imidazinilo, pirrolidinilo, pi-
rimidinilo, tetrazolilo, tienilo, piridilo, pirrolilo, N-metilpirrolilo, quinolinilo e isoquinolinilo.

Como se usa en este documento, “heteroarilo” se refiere también a grupos que contienen un heteroarilo, incluidos,
sin limitaciones, heteroariloxi, heteroariltio, heteroaril-carbonilo y heteroaril-amino.

Como se usa en este documento, “heterociclico” se refiere a un sistema de anillo monociclico o multiciclico, en
una realizacion de 3 a 10 miembros, en otra realizacién de 4 a 7 miembros, incluidos 5 a 6 miembros, en donde uno o
mads, incluidos 1 a 3 de los 4tomos del sistema de anillo es un heterodtomo, que es un elemento diferente de carbono,
por ejemplo, dtomos de nitrégeno, oxigeno y azufre. El heterociclo puede estar sustituido opcionalmente con uno o
multiples, o 1 a 3 sustituyentes del grupo arilo. En ciertas realizaciones, los sustituyentes del grupo heterociclico in-
cluyen hidroxi, amino, alcoxi que contiene 1 a 4 &tomos de carbono, halo-alquilo inferior, incluido trihalo-metilo, tales

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319634 T3

como trifluorometilo, y halégeno. Como se usa en este documento, el término heterociclo puede incluir la referencia
a heteroarilo.

Como se usa en este documento, la nomenclatura alquilo, alcoxi, carbonilo, etc. se usan de la forma generalmente
aceptada por los expertos en esta técnica. Por ejemplo, como se usa en este documento, alquilo se refiere a cadenas de
carbono saturadas que contienen uno o multiples carbonos; la cadena puede ser lineal o ramificada, o incluir porciones
ciclicas o ser ciclica.

Cuando no se especifica el niimero de cualquier sustituyente determinado (por ejemplo, “haloalquilo’), puede haber
presentes uno o multiples sustituyentes. Por ejemplo, “haloalquilo” puede incluir uno o mdltiples hal6genos iguales
o diferentes. Como ejemplo adicional, “alcoxi-(C,_;)-fenilo” puede incluir uno o multiples grupo alcoxi iguales o
diferentes que contienen uno, dos o tres carbonos.

Cuando los sustituyentes mencionados tales como carboxi, o los sustituyentes representados por variables tales
como W se incluyen por separado, encerrados entre paréntesis, pero no muestran un sufijo fuera del paréntesis que
indique un valor numérico, y va seguido de sustituyentes que no se hallan entre paréntesis, por ejemplo, “alquil-
(Ci_)(W)(carboxi)”, “W” y “carboxi” estdn directamente unidos al alquilo-(C,_,).

Como se usa en este documento, “halégeno” o “haluro” se refiere a F, Cl, Bro L.

Como se usa en este documento, los pseudo-haluros son compuestos que se comportan sustancialmente de manera
similar a los haluros. Estos compuestos pueden ser usados y tratados de la misma forma que los haluros (X, en donde
X es un halégeno tal como Cl o Br). Los pseudo-haluros incluyen, sin limitaciones, cianuro, cianato, isocianato,
tiocianato, isotiocianato, selenocianato, trifluorometoxi y azida.

Como se usa en este documento, “haloalquilo” se refiere a un radical alquilo inferior en el que uno o multiples
atomos de hidrégeno estin sustituidos con hal6geno, incluidos, sin limitaciones, clorometilo, trifluorometilo, 1-cloro-
2-fluoroetilo y similares.

Como se usa en este documento, “haloalcoxi” se refiere a RO-, en donde R es un grupo haloalquilo.

Como se usa en este documento, “sulfinilo” o “tionilo” se refiere a -S(0)-. Como se usa en este documento,
“sulfonilo” o “sulfurilo” se refiere a -S(O),-. Como se usa en este documento, “sulfo” se refiere a -S(0),0-.

Como se usa en este documento, “carboxi” se refiere a un radical bivalente -C(O)O-.
Como se usa en este documento, “aminocarbonilo” se refiere a -C(O)NH,.

Como se usa en este documento, “alquil-aminocarbonilo” se refiere a -C(O)NHR, en donde R es hidrégeno o
alquilo, incluido alquilo inferior.

Como se usa en este documento, “dialquil-aminocarbonilo” se refiere, en este caso, a -C(O)NR’R, en donde R’ y
R se seleccionan, independientemente, de hidrégeno o alquilo, incluido alquilo inferior.

Como se usa en este documento, “carboxamida” se refiere a grupos de la férmula -NR’COR.

Como se usa en este documento, “diaril-aminocarbonilo” se refiere a -C(O)NRR’, en donde R y R’ se seleccionan,
independientemente, de arilo, incluido arilo inferior tal como fenilo.

Como se usa en este documento, “aralquil-aminocarbonilo” se refiere a -C(O)NRR’, en donde una de Ry R’ es
arilo, incluido arilo inferior tal como fenilo, y la otra de R y R’ es alquilo, incluido alquilo inferior.

Como se usa en este documento, “aril-aminocarbonilo” se refiere a -C(O)NHR, en donde R es arilo, incluido arilo
inferior tal como fenilo.

Como se usa en este documento, “alcoxicarbonilo” se refiere a -C(O)OR, en donde R es alquilo, incluido alquilo
inferior.

Como se usa en este documento, “ariloxi-carbonilo” se refiere a -C(O)OR, en donde R arilo, incluido arilo inferior
tal como fenilo.

Como se usa en este documento, “alcoxi” y “alquiltio” se refieren a RO- y RS-, en donde R es alquilo, incluido
alquilo inferior.

Como se usa en este documento, “ariloxi” y “ariltio” se refieren a RO- y RS-, en donde R es arilo, incluido arilo
inferior tal como fenilo.
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Como se usa en este documento, “alquileno” se refiere a un grupo hidrocarburo lineal, ramificado o ciclico, en una
realizacion, lineal o ramificado, alifatico bivalente que, en ciertas realizaciones, tiene desde 1 hasta aproximadamente
20 atomos de carbono y, en otras realizaciones, 1 a 12 carbonos, incluido alquileno inferior. El grupo alquileno esta
sustituido opcionalmente con uno o mdltiples “sustituyentes del grupo alquilo”. Opcionalmente, a lo largo del grupo
alquileno pueden estar insertados uno o multiples dtomos de oxigeno, azufre o nitrégeno sustituido o no sustituido, en
donde el sustituyente de nitrégeno es alquilo, como se ha descrito anteriormente. Ejemplos de grupos alquileno inclu-
yen metileno (-CH,-), etileno (-CH,CH,-), propileno (-(CH,);-), ciclohexileno (-CsH,,-), metilendioxi (-O-CH,-O-) y
etilendioxi (-O-(CH,),-O-). La expresion “etileno inferior” se refiere a grupos alquileno que tienen 1 a 6 carbonos. En
ciertas realizaciones, los grupos alquileno son alquileno inferior, incluido alquileno de 1 a 3 4tomos de carbono.

Como se usa en este documento, “alquenileno” se refiere a un grupo hidrocarburo lineal, ramificado o ciclico, en
una realizacién, lineal o ramificado, alifatico y divalente, que en ciertas realizaciones tiene desde 2 hasta 20 dtomos
de carbono y al menos un doble enlace, y en otras realizaciones desde 1 hasta 12 carbonos, incluido alquenileno
inferior. El grupo alquenileno esta sustituido opcionalmente con uno o multiples “sustituyentes del grupo alquilo”.
Opcionalmente, a lo largo del grupo alquenileno pueden estar insertados uno o multiples dtomos de oxigeno, azufre
o nitrégeno sustituido o no sustituido, en donde el sustituyente de nitrégeno es alquilo, como se ha descrito ante-
riormente. Ejemplos de grupos alquenileno incluyen -CH=CH-CH=CH- y -CH=CH-CH,-. La expresién “alquenileno
inferior” se refiere a grupos alquenileno que tienen 2 a 6 carbonos. En ciertas realizaciones, los grupos alquenileno
son alquenileno inferior, incluido alquenileno de 3 a 4 4tomos de carbono.

Como se usa en este documento, “alquinileno” se refiere a un grupo hidrocarburo lineal, ramificado o ciclico, en
una realizacion, lineal o ramificado, alifdtico y divalente, que en ciertas realizaciones tiene desde 2 hasta 20 dtomos de
carbono y al menos un triple enlace, y en otras realizaciones desde 1 hasta 12 carbonos, incluido alquinileno inferior.
El grupo alquinileno est64 sustituido opcionalmente con uno o miltiples “sustituyentes del grupo alquilo”. Opcional-
mente, a lo largo del grupo alquinileno pueden estar insertados uno o multiples atomos de oxigeno, azufre o nitrégeno
sustituido o no sustituido, en donde el sustituyente de nitrégeno es alquilo, como se ha descrito anteriormente. Los
ejemplos de grupos alquinileno incluyen -C=C-C=C-, -C=C-CH,-. La expresion “alquinileno inferior” se refiere a
grupos alquinileno que tienen 2 a 6 carbonos. En ciertas realizaciones, los grupos alquinileno son alquinileno inferior,
incluido alquinileno de 3 a 4 d&tomos de carbono.

Como se usa en este documento, “alqu(en)(in)ileno” se refiere a un grupo hidrocarburo lineal, ramificado o ciclico,
en una realizacién lineal o ramificado, alifdtico y divalente que, en ciertas realizaciones tiene desde 2 hasta 20 dtomos
de carbono y al menos un triple enlace y al menos un doble enlace; en otras realizaciones, 1 hasta 12 carbonos, incluido
alqu(en)(in)ileno inferior. El grupo alqu(en)(in)ileno estd sustituido opcionalmente con uno o multiples “sustituyentes
del grupo alquilo”. Opcionalmente, a lo largo del grupo alqu(en)(in)ileno pueden estar insertados uno o multiples
atomos de oxigeno, azufre o nitrégeno sustituido o no sustituido, en donde el sustituyente de nitrégeno es alquilo, tal
como se ha descrito anteriormente. Los ejemplos de grupos alqu(en)(in)ileno incluyen -C=C(CH,),-C=C-, en donde
nes 1 6 2. La expresion “alqu(en)(in)ileno inferior” se refiere a grupos alqu(en)(in)ileno que tienen hasta 6 carbonos.
En ciertas realizaciones, los grupos alqu(en)(in)ileno son alqu(en)(in)ileno inferior, incluyendo un alqu(en)(in)ileno
de 4 atomos de carbono.

Como se usa en este documento, “arileno” se refiere a un grupo aromético divalente, monociclico o policiclico, en
una realizacién monociclico, que en ciertas realizaciones tiene desde 5 hasta aproximadamente 20 dtomos de carbono
y al menos un anillo aromatico; en otras realizaciones, 5 a 12 carbonos, incluido arileno inferior. El grupo arileno esta
sustituido opcionalmente con uno o miltiples “sustituyentes del grupo alquilo”. Opcionalmente, a lo largo del grupo
arileno pueden estar insertados uno o multiples dtomos de oxigeno, azufre o nitrégeno sustituido o no sustituido,
en donde el sustituyente de nitrégeno es alquilo, tal como se ha descrito anteriormente. Ejemplos de grupos arileno
incluyen 1,2-, 1,3-y 1,4-fenileno. La expresion “arileno inferior” se refiere a grupos arileno que tienen 5 6 6 carbonos.
En ciertas realizaciones, los grupos arileno son arileno inferior.

Como se usa en este documento, “heteroarileno” se refiere a un sistema de anillo aromatico divalente, monociclico
o policiclico, en una realizacion de aproximadamente 5 hasta aproximadamente 15 miembros, en donde uno o multi-
ples, o 1 a 3 de los 4tomos en el sistema de anillo es un heteroatomo, que es un elemento diferente de carbono, por
ejemplo, dtomos de nitrégeno, oxigeno y azufre. El grupo heteroarileno puede estar sustituido opcionalmente con uno
o multiples, o 1 a 3 sustituyentes del grupo arilo.

Como se usa en este documento, “alquilideno” se refiere a un grupo divalente tal como =CR’R*, que est4 unido a
un dtomo de otro grupo, formando un doble enlace. Ejemplos de grupos alquilideno son metilideno (=CH,) y etilideno
(=CHCH3;). Como se usa en este documento, “aralquilideno® se refiere a un grupo alquilideno en el que R’ o R” es un
grupo arilo.

Como se usa en este documento, “amido” se refiere al grupo divalente -C(O)NH-. “Tioamido” se refiere al grupo
divalente -C(S)NH-. “Oxiamido” se refiere al grupo divalente -OC(O)NH-. “Tiaamido” se refiere al grupo divalente
-SC(O)NH-. “Ditiaamido” se refiere al grupo divalente -SC(S)NH-. “Ureido” se refiere al grupo divalente -HNC(O)
NH-. “Tioureido” se refiere al grupo divalente -HNC(S)NH-.

Como se usa en este documento, “semicarbazida” se refiere a -NHC(O)NHNH-. “Carbazato” se refiere al grupo
divalente -OC(O)NHNH-. “Isotiocarbazato” se refiere al grupo divalente -SC(O)NHNH-. “Tiocarbazato” se refiere al
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grupo divalente -OC(S)NHNH-. “Sulfonil-hidrazida” se refiere al grupo -SO2NHNH-. “Hidrazida” se refiere al grupo
divalente -C(O)NHNH-. “Azo” se refiere al grupo divalente -N=N-. “Hidrazinilo” se refiere al grupo divalente -NH-
NH-.

Como se usa en este documento, el término “aminodcido” se refiere a @-aminoacidos que son racémicos o de la
configuracién D o L. La designacion “d” previa al nombre de un aminoécido (por ejemplo, dAla, dSer, dVal, etc.) se
refiere al isémero D del aminodcido. La designacion “dl” previa al nombre de un aminodcido (por ejemplo, dlAla) se
refiere a una mezcla de los isémeros L y D del aminoacido.

Como se usa en este documento, cuando se especifica cualquier grupo particular tal como fenilo o piridilo, esto
significa que el grupo estd no sustituido o estd sustituido. Cuando no se especifican, los sustituyentes son halo, halo-
alquilo inferior y alquilo inferior.

Como se usa en este documento, una enfermedad por proteina con alteraciones conformacionales (o una enfer-
medad de agregacion de proteinas) se refiere a enfermedades asociadas con una proteina o polipéptido que tiene una
conformacién asociada a una enfermedad. Los métodos y recolecciones ofrecidos en este documento permiten la
deteccidén de un conférmero asociado con una enfermedad que se debe detectar. Las enfermedades y las proteinas
asociadas que exhiben dos o mas conformaciones diferentes, en las que al menos una conformacién es una proteina
con una alteracién conformacional incluyen, sin limitaciones, enfermedades amiloides y otras enfermedades neurode-
generativas conocidas por el experto en la técnica y expuestas mds adelante.

Como se usa en este documento, separacion celular por cell sorting se refiere a un ensayo en el que las células se
separan y recuperan de la suspension, en base a propiedades medidas en el analisis de citometria de flujo. La mayoria
de los ensayos usados para andlisis pueden servir como base para los experimentos de separacién celular, con la
condicion evidente de que las puertas y regiones que definen la o las subpoblaciones que se deben separar no estén
superpuestas. Los indices mdximos de rendimiento son tipicamente de 5000 células/segundo (18 x 10° células/hora).
La velocidad de recoleccién de la o las poblaciones separadas depende fundamentalmente del estado de las células y
del porcentaje de reactividad.

Como se usa en este documento, las abreviaturas de todos los grupos protectores, aminodcidos y de otros com-
puestos son conformes, a menos que se indique lo contrario, a sus usos habituales, a las abreviaturas reconocidas y
a la Comisién de Nomenclatura Bioquimica de la IUPAC-IUB (véase, Biochem. 1972, 11:942). Por ejemplo, DMF
= N,N-dimetilformamida; DMAc = N,N-dimetilacetamida; THF = tetrahidrofurano; TRIS = tris(hidroximetil)amino-
metano; SSPE = solucién tampén de solucién salina fisiolégica-fosfato sédico-EDTA; EDTA = 4cido etilendiamino-
tetraacético; SDS = dodecilsulfato sddico.

B. Matrices de compuestos

Se proporcionan matrices de gradiente de compuestos de captura, que se unen selectivamente a las biomolécu-
las presentes en las muestras, tal como biomoléculas en especial, aunque no de forma exclusiva, un lisado celular o
polipéptidos traducidos in vitro a partir de un lisado celular. Cada locus en la matriz puede fijarse a grupos o clases
especificas de biopolimeros, y estd disefiado para unirse de manera covalente o intima (por ejemplo, suficiente para
resistir un andlisis de espectrometria de masa) con un subconjunto de todas las biomoléculas en la muestra. Por ejem-
plo, una muestra puede contener millares de miembros, por ejemplo, un lisado celular. Las matrices de compuestos
permiten una selectividad suficiente, de modo que, por ejemplo, alrededor de 10-20 de los componentes de la muestra
se unen a cada miembro de la recoleccién. El nimero exacto es lo suficientemente reducido como para que los analisis
convencionales los identifiquen, por lo general, en una sola etapa tal como una espectrometria de masa.

Las matrices permiten establecer un enfoque integral para el andlisis del proteoma, incluido el de las proteinas
con modificaciones post-traduccionales, y de otras biomoléculas. Los patrones de proteinas y otras biomoléculas
constituyen el punto de partida para los andlisis que usan estas matrices, en cualquier caso, mas que los dcidos nucleicos
y el genoma (de abajo arriba). Las matrices se pueden usar para evaluar los componentes biomoleculares de una
muestra, por ejemplo, una muestra biolégica, para identificar componentes especificos de un fenotipo particular, tal
como un estado patoldgico, para identificar la funcién estructural, las vias bioquimicas y los mecanismos de accién.
Las matrices y sus métodos de uso permiten realizar un andlisis imparcial y no sesgado de las biomoléculas, puesto que
los métodos no necesariamente evalian clases especificas de dianas, sino que, en su lugar, se detectan o identifican
variaciones presentes en las muestras. Las matrices permiten separar los componentes de una mezcla compleja de
biomoléculas (es decir, una mezcla de 50, 100, 500, 1000, 2000 y mas) en loci discretos que contienen nimeros
reducidos, tipicamente una reduccién de 10%, 50% o mayor de la complejidad o, lo que es igual, aproximadamente
1 a 50 biomoléculas por locus en una matriz, de manera que es posible analizar los componentes en cada punto, por
ejemplo, por andlisis de espectrometria de masa solamente, o combinado con otros andlisis. En algunas realizaciones,
por ejemplo, para andlisis fenotipicos, la homogeneidad de la muestra inicial, tal como células, puede ser importante.
Para aportar homogeneidad, se comparan células con diferentes fenotipos, por ejemplo, enfermas frente a sanas, del
mismo individuo. En este documento, se proporcionan los métodos para llevar a cabo esta accion.

Gracias a la estructura de los restos en los loci de las matrices, éstas pueden ser usadas para detectar cambios
estructurales tales como los derivados del procesamiento post-traduccional de proteinas, y se les puede utilizar para
detectar cambios en las proteinas de membrana que intervienen en los procesos mds fundamentales tales como la
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transduccién de sefiales, canales de iones, receptores para la interaccién de ligandos y las interacciones entre células.
Cuando las células enferman suelen producirse cambios asociados con la enfermedad, tales como transformaciones,
en las proteinas de membrana.

Las matrices contienen conjuntos de restos en cada locus. Los restos en cada locus incluyen un grupo X y un grupo
Y. Por lo general, los miembros de cada conjunto difieren en al menos un grupo de propiedad y, generalmente, en
dos, tres o mds entre los distintos loci. Como se sefiala en este documento, las diferencias comprenden un gradiente,
tipicamente un gradiente bidimensional, basado en cambios graduales de propiedades de X e Y en cada locus, y a
través de los ejes X e Y en la matriz.

En la ejecucion de los métodos, las matrices se hacen contactar con una muestra o componentes parcial o totalmente
purificados de la misma para producir la unién de las biomoléculas con los compuestos de captura de la matriz. La
matriz resultante se trata opcionalmente con un reactivo que escinde de forma especifica los polimeros fijados, por
ejemplo, una proteasa, y se somete a andlisis, en especial un andlisis de espectrometria de masa, para identificar los
componentes de las biomoléculas unidas en cada locus. Una vez determinado el peso molecular de una biomolécula,
tal como una proteina o porcién de la misma, es posible identificar la biomolécula. Los métodos de identificacién
incluyen la comparacion de los pesos moleculares con bases de datos, por ejemplo, bases de datos de proteinas que
incluyen fragmentos de proteasa y sus pesos moleculares.

Los grupos X e Y son grupos funcionales que aportan reactividad, selectividad y propiedades de separacion, de-
pendiendo de la especificidad de separacion y de andlisis requerida (que depende de la complejidad de la mezcla que
se debe analizar). Por lo general, los loci en las matrices incluyen al menos dos grupos funcionales (funciones), se-
leccionados de: una funcién de reactividad (X), que se une con los biopolimeros de forma covalente o con una k, alta
(por lo general, mayor que aproximadamente 10°, 10'°, 10" litros/mol, y/o de manera que la unién es sustancialmente
irreversible o estable bajo las condiciones de los andlisis de espectrometria de masa tales como las condiciones de
MALDI-MS); y una funcién de selectividad (Y) que, debido a sus interacciones no covalentes, altera y, por lo general,
aumenta la especificidad de la funcién de reactividad.

En general, la funcidén de reactividad es un grupo reactivo que interactia especificamente, de manera tipica, cova-
lentemente o con una elevada afinidad de unién (k,), con biomoléculas particulares tales como proteinas o porciones
de las mismas; y la otra funcionalidad, es decir, las funciones de selectividad, aumentan tipicamente la especificidad
de la funcién de reactividad. Por lo general, la funcidn reactiva interactiia de manera covalente con grupos en una bio-
molécula particular, tales como los grupos amina en la superficie de una proteina. La funcién de reactividad interactda
con las biomoléculas para formar un enlace covalente o un enlace no covalente que es estable bajo las condiciones de
analisis, generalmente con una k, mayor que 10° litros/mol, o mayor que 10 litros/mol. Las condiciones de andlisis
incluyen, sin limitaciones, andlisis de espectrometria de masa tal como espectrometria de masas en tindem a tiempos
de vuelo con ionizacién por desorcion laser asistida por matrices (MALDI-TOF). La funcién de selectividad influye
sobre el tipo de biomoléculas que pueden interactuar con la funcién de reactividad a través de una interaccién no
covalente. La funcion de selectividad altera la especificidad para los grupos particulares, reduciendo por lo general el
nimero de proteinas o biomoléculas unidas a un locus, de forma que se pueden separar, entonces, las proteinas por
espectrometria de masa.

Entre los restos mencionados en este documento estdn incluidos los que pueden ser clasificados en al menos dos
conjuntos: uno para reacciones en solucién acuosa (por ejemplo, para la reaccién con biomoléculas hidréfilas), y el
otro para la reaccioén en disolventes orgdnicos (por ejemplo, cloroformo) (por ejemplo, para la reaccién de biomo-
Iéculas hidréfobas). Asi, en ciertas realizaciones, las presentes matrices discriminan entre biomoléculas hidréfilas e
hidréfobas, incluidas, sin limitaciones, las proteinas, y permiten el andlisis de ambas clases de biomoléculas.

C. Componentes de las matrices

Se proporcionan matrices con loci que contienen restos unidos (también designados como agentes de captura). Las
matrices incluyen un nucleo “Z”, la superficie s6lida, que presenta una o multiples funciones de reactividad “X” vy,
opcionalmente, una o multiples funciones de selectividad “Y”, que estdn dispuestas en los loci. La manera particular
en que se presentan las funciones sobre la superficie sdlida (Z) es cuestion de leccién de disefio, pero se selecciona de
forma que los loci resultantes capturen biomoléculas, en especial proteinas, con una especificidad suficiente, de modo
covalente o con enlaces suficientemente estables o afines, para permitir el andlisis, por ejemplo, por espectrometria de
masa, incluido el andlisis de espectrometria de masa MALDI, de manera que al menos una porcién de las biomoléculas
fijadas permanece unida (generalmente, una afinidad de unién de 10°, 10", 10" litros/mol o mayor, o una K, de 10,
10'°, 10", 10" o0 mayor).

X, la funcionalidad de reactividad, se selecciona como cualquier elemento capaz de formar un enlace covalente o
un enlace de alta afinidad, que sea estable bajo las condiciones del andlisis de espectrometria de masa, en particular el
analisis MALDI. La funcionalidad de selectividad, Y, es un grupo que “vigila” la topologia de la proteina n torno a los
sitios de unién de la reactividad, y que actiia seleccionando grupos particulares de biomoléculas de entre las que tienen
un grupo de reactividad capaces de formar un enlace covalente (o un enlace de alta afinidad). Por ejemplo, un grupo
de selectividad puede provocar impedimento estérico, o permitir la unién especifica a un epitope, o cualquier paso
intermedio. Puede ser un sustrato para un medicamento, un lipido o un péptido. Selecciona en entorno de los grupos
con los que interactda la funcién de reactividad. La funcionalidad de selectividad, Y, puede ser aquella por la que un
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compuesto de captura forma un enlace covalente con una biomolécula en una mezcla, o interactia con alta estabilidad,
de manera que la afinidad de la unién del compuesto de captura con la biomolécula a través de la funcionalidad de
reactividad, en presencia de la funcionalidad de selectividad, sea al menos 10 6 100 veces mayor que en ausencia de
la funcionalidad de selectividad.

Las funciones de reactividad (“X”) confieren a los compuestos la capacidad de unirse ya sea de forma covalente o
con alta afinidad (mayor que 10°, por lo general, mayor que 10'° 6 10! litros/mol, tipicamente mayor que un anticuerpo
monoclonal y tipicamente, estable al analisis de espectrometria de masa tal como MALDI-MS) a una biomolécula, en
particular proteinas, incluidos los grupos funcionales que existen en ellas, que incluyen grupos agregados de forma
post-traduccional. Generalmente, la unién es covalente o tiene tal afinidad que es estable bajo las condiciones de
andlisis tales como de espectro de masa, incluido el andlisis MALDI-TOF. En este documento figuran ejemplos de los
grupos.

En los compuestos ofrecidos en este documento, X es un resto que fija una cadena lateral de aminodacidos.

X es un grupo que reacciona o interactia con funcionalidades sobre la superficie de una proteina para formar
enlaces covalentes o no covalentes con alta afinidad. Hay disponible una extensa seleccion de diferentes grupos fun-
cionales para que X reaccione con una proteina. X puede actuar ya sea como un nucledéfilo o un electréfilo para formar
enlaces covalentes tras la reaccion con los residuos aminodcidos en la superficie de una proteina. Ejemplos de reactivos
que se unen covalentemente con cadenas laterales de aminodacidos incluyen, sin limitacién, grupos protectores para
restos hidroxilo, carboxilo, amino, amida y tiol, incluidos, por ejemplo, los descritos en T.W. Greene y P.G.M. Wuts,
“Protective Groups in Organic Synthesis”, 3* ed. (1999, Wiley Interscience); grupos foto-reactivos, parejas de Diels
Alder (es decir, un dieno en un lado y un doble enlace sencillo en el otro lado). Otros grupos de X incluyen los que se
describen en la solicitud de EE.UU. en tramitacion de la Serie No. 10/197.954 (véase la Figura 16).

Las funciones de selectividad (“Y”) sirve para modular la funcién de reactividad al reducir el nimero de grupos
a los que se fijan las funciones de reactividad, tal como por impedimento estérico u otras interacciones. Es un grupo
que modifica las propiedades estéricas y/o electrénicas (por ejemplo, efectos mesoméricos, inductivos), asi como las
propiedades de afinidad resultantes del compuesto de captura. Las funciones de selectividad incluyen cualquier grupo
funcional que eleve la selectividad del grupo de reactividad, de modo que se una a menos biomoléculas diferentes
que en ausencia de la funcién de selectividad, o se una con mayor afinidad a las biomoléculas que en su ausencia.
En los compuestos de captura citados en este documento, Y puede variar ampliamente, dependiendo del objetivo
perseguido en relacidn con el impedimento estérico y factores electrénicos, en la medida que se relacionan con la
modulacién de la reactividad del enlace escindible L, si estd presente, y la funcionalidad reactiva X. Por ejemplo, se
puede seleccionar una funcién de reactividad X para que se fije a los grupos amina en las proteinas; la funcién de
selectividad se puede seleccionar para garantizar que se pueda acceder s6lo a los grupos expuesto en la superficie.
La funcién de selectividad es tal que los compuestos se unen o reaccionan con (a través de la funcién de reactividad)
menos biomoléculas diferentes cuando forma parte de una molécula que cuando estd ausente y/o los compuestos se
unen con mayor especificidad y una afinidad mds alta. La funcién de selectividad puede estar enlazada directamente
con un compuesto o puede estar a través de un enlazador tal como CH,CO, o CH,-O-(CH2),-O, en donde n es un
nimero entero desde 1 hasta 12,0 1 a 6, 0 2 a 4. Otros grupos de Y incluyen los descritos en la solicitud de EE.UU.
en tramitacién de la Serie No. 10/197.954 (véase la Figura 17).

En ciertas realizaciones, cada Y es, independientemente, un grupo que modifica las propiedades de afinidad y/o las
propiedades estéricas y/o electrénicas (por ejemplo, efectos mesoméricos, inductivos) del compuesto de captura resul-
tante. Por ejemplo, Y, en ciertas realizaciones, se selecciona de andlogos e inhibidores de ATP; péptidos y andlogos
de péptidos; polietilenglicol (PEG); ésteres activados de aminodcidos, aislados o dentro de un péptido; citocromo C;
y grupos tritilo hidréfilos.

En otras realizaciones, Y es un resto de molécula pequefia, un producto natural, un agonista o antagonista de
proteina, un péptido o un anticuerpo. En otra realizacién, Y es un compuesto hidréfilo o proteina (por ejemplo, PEG o
éter tritilo), un compuesto hidréfobo o proteina (por ejemplo, aromaticos polares, lipidos, glicolipidos, fosfotriésteres,
oligosacdridos), un grupo con carga positiva o negativa, una molécula de tamafio pequefio, un compuesto farmacéutico
o una biomolécula que crea estructuras secundarias o terciarias definidas.

En la descripcion siguiente se ofrece una descripcion y discusion mds detalladas de cada funcionalidad.

Ejemplos de compuestos y descripciones de X e Y

Se entiende que para la matrices de gradiente propuestas en este documento, “Z” es un soporte s6lido al que se
unen o fijan de cualquier otra forma, directa o indirectamente, X e Y (y cualquier otro grupo).

En otra realizacién, los compuestos usados en los métodos ofrecidos en este documento tienen la férmula

X-Q-Y
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en donde Q es un oligonucledtido o andlogo de oligonucledtido de cadena sencilla, no protegido o adecuadamente
protegido (por ejemplo, PNA) de hasta 50 bloques de construccidn, que es capaz de hibridar con una molécula de
dcido nucleico de cadena sencilla y complementaria para las bases;

X es un grupo funcional que interactda con y/o reacciona con funcionalidades en la superficie de una biomolécula,
incluida, sin limitaciones, una proteina, para formar enlaces covalentes o enlaces estables bajo las condiciones del
andlisis de espectrometria de masa, seguin se definen en este documento; e

Y es un grupo funcional que interactia con y/o reacciona imponiendo una selectividad tnica por medio de la
introduccion de funcionalidades que interactian de forma no covalente con las proteinas diana.

En otra realizacion, los compuestos que se usan en los métodos propuestos en este documento tienen la férmula:

Q-Z-X
1
Y

en donde Q es un oligonucledtido o andlogo de oligonucledtido de cadena sencilla, no protegido o adecuadamente
protegido (por ejemplo, 4cido nucleico peptidico (PNA)) de hasta 50 bloques de construccién, que es capaz de hibridar
con una molécula de 4cido nucleico de cadena sencilla y complementaria para las bases;

Z es un soporte solido;

X es un grupo funcional que interactda con y/o reacciona con funcionalidades en la superficie de una biomolécula,
incluida, sin limitaciones, una proteina, para formar enlaces covalentes o enlaces estables bajo las condiciones del
analisis de espectrometria de masa; e

Y es un grupo funcional que interactia con y/o reacciona imponiendo una selectividad dnica, por medio de la
introduccion de funcionalidades que interactiian de forma no covalente con las proteinas diana.

En otra realizacién, Y se selecciona de andlogos e inhibidores de ATP; péptidos y andlogos de péptidos; polie-
tilenglicol (PEG); ésteres activados de aminoécidos, aislados o dentro de un péptido; citocromo C; y grupos tritilo
hidréfilos.

En otra realizacién, los compuestos que se usan en los métodos propuestos en este documento tienen las férmulas

Q-Z-(X)m Q-Z-(X)m
| 6 |
(Y (Y)n

en donde Q, Q’, Z, X e Y son como se han definido anteriormente; m es un nimero entero de 1 hasta 100, en una
realizacion, 1 hasta 10, en otra realizacion, 1 hasta 3, 4 6 5; y n es un niimero entero desde 1 hasta 100, en una
realizacién, 1 hasta 10, en otra realizacion, 1 hasta 3, 4 6 5.

En otra realizacion, X es un medicamento farmacéutico. Estos compuestos pueden ser usados como moléculas
de transporte de medicamentos. Los compuestos de estas realizaciones se pueden utilizar en el rastreo de medica-
mentos por medio de biomoléculas de captura que incluyen, sin limitaciones, proteinas que se unen al medicamen-
to farmacéutico. Se identifican las mutaciones en las biomoléculas que interfieren con la fijacién al medicamento
farmacéutico, determinando de este modo posibles mecanismos de resistencias medicamentosas. Véase, por ejem-
plo, Hessler ef al. (9-11 de noviembre, 2001) Ninth Foresight Conference on Molecular Nanotechnology (Abstract)
(http://www.foresight.org/Conferences/MNT9/Abstracts/Hesslet/).

En realizaciones adicionales, los compuestos que se utilizan en los métodos propuestos en este documento son
los de las férmulas anteriores, en las que Z es un soporte insoluble o un sustrato, incluida una perla, que incluye,
sin limitaciones, perlas polimeras, magnéticas, coloreadas, etiquetadas con Ry, etc. que, en ciertas realizaciones, estin
unidas a X a través de un primer espaciador opcional, y un enlace escindible; y estdn unidas a Q por medio de un
segundo espaciador opcional. En estas realizaciones, la densidad del polimero que se debe analizar y, por consiguiente,
la intensidad de la sefal del andlisis subsiguiente, aumentan en relacién con las realizaciones en las que Z es un grupo
bivalente o multivalente. En estas realizaciones, se empleard en los métodos propuestos una matriz apropiada de
oligonucle6tidos monocatenarios o andlogos de oligonucleétidos que son complementarios para Q.

En realizaciones adicionales de este documento, Z es como se ha definido anteriormente, y es un enlazador no

escindible. Los compuestos de estas realizaciones son generalmente de utilidad en realizaciones en las que no se
requiere la escisién del biopolimero del resto Q antes o durante el andlisis del biopolimero, incluido el anélisis de las
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interacciones biopolimero-biopolimero tales como interacciones de proteina-proteina, o interacciones del biopolimero
con moléculas pequenas (por ejemplo, medicamento o candidato a medicamento), incluidas las interacciones entre
proteinas y moléculas pequeias (por ejemplo, medicamento o candidato a medicamento).

En todas las realizaciones de esta invencidn, los compuestos que se usan pueden ser clasificados en al menos
dos grupos: uno para reacciones en solucién acuosa (por ejemplo, para la reaccién con biomoléculas hidréfilas), y
el otro para reacciones en disolventes orgdnicos (por ejemplo, cloroformo) (por ejemplo, para reacciones con bio-
moléculas hidréfobas). Asi, en ciertas realizaciones, los compuestos propuestos en este documento discriminan entre
biomoléculas hidrdéfilas e hidréfobas, incluyendo, sin limitaciones, proteinas, y permiten el andlisis de ambas clases
de biomoléculas.

Las variables Y, X y Z, con referencia a enlazadores y espaciadores, se describen de manera mds detallada a
continuacidén. Las siguientes descripciones son aplicables a todas las férmulas anteriores.

2. Elresto Z

A los efectos de este documento, Z es un soporte s6lido. A continuacion, se describen enlazadores y espaciadores
para unir restos X e Y con Z.

a. Z es un resto escindible

En ciertas realizaciones de esta invencion, en los compuestos que se usan en los métodos propuestos, Z es un resto
que es escindible antes de o durante el andlisis de la biomolécula, incluido el andlisis espectral de masa, sin alterar la
estructura quimica de la biomolécula, incluida, sin limitaciones, una proteina. En una realizacion, los métodos ofre-
cidos en este documento incluyen métodos de andlisis espectral de masa de las biomoléculas, incluidas las proteinas,
que se muestran en formato direccionable. En ciertas realizaciones, el formato es una matriz de oligonucleétidos de
cadena sencilla que son complementarios a las porciones de oligonucleétidos, o porciones de andlogos de oligonucleé-
tidos (Q) de los compuestos. En estas realizaciones, Z es un grupo que es (i) estable bajo las condiciones de reaccién
necesarias para la reaccién de los compuestos proporcionados en la invencién con la biomolécula, por ejemplo, una
protefna; (ii) estable bajo las condiciones para la hibridacién del resto Q con los oligonucleétidos de cadena sencilla,
y (iii), escindibles antes de o durante el andlisis de la biomolécula.

En una realizacién, Z es un grupo foto-escindible que se escinde mediante un l4ser usado en la espectrometria d
masa MALDI-TOF. En otra realizacién, Z es un grupo dcido-labil que se escinde tras la aplicacién de una matriz a
los conjugados hibridados de compuesto-biomolécula, o por exposicién a dcidos (por ejemplo, dcido trifluoroacético
o clorhidrico) en forma de vapor o liquida, antes del andlisis. En esta realizacion, la matriz mantiene la integridad
espacial de la matriz, permitiendo el andlisis direccionable de la matriz.

b. Z es un resto no escindible

En otras realizaciones de este documento, los compuestos que se utilizan en los métodos propuestos en esta inven-
cién tienen un resto Z que no es escindible bajo las condiciones usadas para el andlisis de biomoléculas, incluyendo,
sin limitaciones, espectrometria de masa tal como la espectrometria de masas en tindem a tiempos de vuelo con ioni-
zacidn por desorcion laser asistida por matrices (MALDI-TOF). Los compuestos de estas realizaciones son utiles, por
ejemplo, en los métodos propuestos en esta invencion para determinar interacciones biomolécula-biomolécula, inclui-
das las de proteina-proteina, y para determinar las interacciones de biomolécula-molécula pequefia, incluyendo las de
proteina-medicamento o proteina-candidato a medicamento. En estas realizaciones, no es necesario escindir el grupo
Z para el andlisis.

c. Restos Z divalentes o multivalentes

En una realizacién, Z es un grupo divalente o multivalente, escindible o no escindible, que contiene menos de 50,
o menos de 20 miembros, y que se selecciona de alquileno de cadena lineal o ramificada, alquenileno de cadena lineal
o ramificada, alquinileno de cadena lineal o ramificada, alquilenoxi de cadena lineal o ramificada, alquilentio de cade-
na lineal o ramificada, alquilencarbonilo de cadena lineal o ramificada, alquilenamino de cadena lineal o ramificada,
cicloalquileno, cicloalquenileno, cicloalquinileno, cicloalquilenoxi, cicloalquilentio, cicloalquilen-carbonilo, cicloal-
quilen-amino, heterociclileno, arileno, arilenoxi, arilentio, arilencarbonilo, arilenamino, heteroarileno, heteroarilenoxi,
heteroarilentio, heteroarilencarbonilo, heteroarilenamino, oxi, tio, carbonilo, carboniloxi, éster, amino, amido, fosfino,
oxido de fosfina, fosforamidato, fosfinamidato, sulfonamido, sulfonilo, sulféxido, carbamato, ureido y sus combina-
ciones, y que estd sustituido opcionalmente con uno o multiples, incluyendo uno a cuatro, sustituyentes seleccionados,
de forma independiente, de R';

cada R" es, independientemente, un grupo que modifica las propiedades estéricas y/o electrénicas (por ejemplo,
efectos mesoméricos, inductivos) de Z; en una realizacién, R'> es un grupo que es un componente de un sistema
luminiscente, incluyendo fluorescente, fosforescente, quimioluminiscente y bioluminiscente, o es un grupo que puede
ser detectado en un ensayo colorimétrico.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319634 T3

Los grupos fluorescentes, colorimétricos y fosforescentes son bien conocidos por los expertos en la técnica (véan-
se, por ejemplo, la Patente de EE.UU. N° 6.247.337; Sapan et al. (1999) Biotechnol. Appl. Biochem. 29 (parte
2):99-108; Sittampalam et al. (1997), Curr. Opin. Chem. Biol. 1(3):384-91; Lakowicz, J.R., Principles of Fluores-
cence Spectroscopy, Nueva York: Plenum Press (1983); Herman, B., Resonance Energy Transfer Microscopy, en:
Fluorescence Microscopy of Living Cells in Culture, Parte B, Methods in Cell Biology, vol. 30, ed. Taylor, D.L.
y Wang, Y.-L., San Diego, Academic Press (1989), pdgs. 219-243; Turro, N.J., Modern Molecular Photochemis-
try, Menlo Park: Benjamin/Cummings Publishing Col., Inc. (1978), pags. 296-361y Catdlogo de Molecular Pro-
bes (1997), OR, EE.UU.). Los restos fluorescentes incluyen, sin estar limitados a ellos, 1- y 2-aminonaftaleno,
p,p’-diaminoestilbenos, pirenos, sales de fenantridina cuaternaria, 9-aminoacridinas, p,p’-diaminobenzofenona imi-
nas, antracenos, oxacarbocianina, merocianina, 3-aminoequilenina, perileno, bis-benzoxazol, bis-p-oxazolil-bence-
no, 1,2-benzofenazina, retinol, sales de bis-3-aminopiridinio, helebrigenina, tetraciclina, esterofenol, benzimidazol-
fenilamina, 2-oxo-3-cromeno, indol, xanteno, 7-hidroxicumarina, fenoxazina, calicilato, estrofantidina, porfirinas,
triarilmetanos y flavina. Los compuestos fluorescentes que tienen funcionalidades para unirse a un compuesto pro-
puesto de esta invencién, o que puede ser modificado para incorporar tales funcionalidades, incluyen, por ejem-
plo: cloruro de dansilo, fluoresceinas tales como 3,6-dihidroxi-9-fenil-xanthidrol; isotiocianato de rodamina; N-fe-
nil-1-amino-8-sulfonato-naftaleno; N-fenil-2-amino-6-sulfonato-naftaleno; acido 4-acetamido-4-isotiocianato-estil-
beno-2,2’-disulfénico; dcido pireno-3-sulfénico; 6-sulfonato de 2-toluidino-naftaleno; 6-sulfonato de N-fenil-N-me-
til-2-aminonaftaleno; bromuro de etidio; estebrina; auromina-0,2-(9’-antroil)palmitato; dansil fosfatidil-etanolamina;
N,N’-dioctadecil oxacarbocianina; N,N’-dihexil oxacarbocianina; merocianina, estearato de 4-(3’-pirenilo); d-3-ami-
nodesoxi-equinelina; estearato de 12-(9’-antroilo); 2-metilantraceno; 9-vinilantraceno; 2,2’-(viniliden-p-fenilen)bis-
benzoxazol; p-bis(2-(4-metil-5-fenil-oxazolil))benceno; 6-dimetilamino-1,2-benzofenazina; retinol; diyoduro de bis-
(3’aminopiridinio)-1,10-decadiilo; sulfonaftil-hidrazona de helibrienina; cloro-tetraciclina; N-(7-imetilamino-4-metil-
2-oxo0-3-cromenil)maleimida; N-(p-(2-benzimidazolil)-fenil)maleimida; N-(4-fluorantil)maleimida; dcido bis- (homo-
vanilico); resazarina; 4-cloro-7-nitro-2,1,3-benzooxadiazol; merocianina 540; resorufina; rosa bengala; y 2,4-difenil-
3(2H)-furanona. La compafifa quimica SIGMA (San Luis, Mo.), Molecular Probes, R&D Systems (Minneapolis,
Minn.), Pharmacia LKB Biotechnology (Piscataway, N.J.), CLONTECH Laboratories, Inc. (Palo Alto, CA.), Chem
Genes Corp., Aldrich Chemical Company (Milwaukee, Wis.), Glen Research, Inc., GIBCO BRL Life Technologies,
Inc. (Gaithersberg, Md.), Fluka Chemica-Biochemika Analytika (Fluka Chemie AG, Buchs, Suiza) y Applied Bio-
sistems (Foster City, CA.), asi como otras fuentes comerciales conocidas por el experto en la técnica comercializan
numerosas etiquetas fluorescentes.

Los grupos quimioluminiscentes previstos para ser usados en este documento incluyen cualquier componente de
sistemas generadores de luz, catalizados por una peroxidasa y que requieren un anién superéxido (O7,) (y/o perdxi-
do de hidrégeno (H,0,)) (véase, por ejemplo, Musiani et al. (1998) Histol. Histopathol. 13(1):243-8). Los sistemas
generadores de luz incluyen, pero sin estar limitados a ellos, luminol, isoluminol, fluor6foro de peroxioxalato, és-
ter de actidinio, lucigenina, dioxietanos, ésteres oxalato, acridan, hemina, ésteres indoxilo incluidos los ésteres 3-O-
indoxilo, derivados de naftaleno tales como hidrazida del 4cido 7-dimetilamino-naftaleno-1,2-dicarbénico y andlo-
gos de cipiridin-luciferina, incluidos 2-metil-6-[p-metoxifenil]-3,7-dihidroimidazol-[1,2-@]-pirazin-3-ona, 2-metil-6-
fenil-3,7-dihidroimidazol[1,2-a]-pirazin-3-ona, y 2-metil-6-[p-[2-3-carboxilato sdédico-4-(6-hidroxi-3-xantenon-9-il]-
fenil-tio-ureileno]etilen-oxi]fenil-3,7-dihidroimidazol[ 1,2-a]pirazin-3-ona. En otras realizaciones, los restos quimiolu-
miniscentes previstos para ser usados en esta invencion incluyen, sin limitaciones, luminol, isoluminol, N-(4-amino-
butil)-N-etil-isoluminol (ABEI), N-(4-aminobutil)-N-metil-isoluminol (ABMI), que tienen las siguientes estructuras e
intervienen en las siguientes reacciones:

R o R 0
R‘ R‘
NH  _01HO) o
NH PEROXIDASA o T N+ luz
o o)

en las que luminol est4 representado, cuando R es NH, y R! es H; isoluminol, cuando R es Hy R! es NH,; para ABEI
((6-[N-(4-aminobutil)-N-etilamino]-2,3-dihidroftalazina-1-4-diona), cuando R es H y R' es C,Hs-N-(CH,),NH,; y
para ABMI ((6-[N-(4-aminobutil)-N-metilamino]-2,3.dihidroftalazina-1-4-diona), cuando R es H y R' es CH;-N-
(CH,),NH,.

Los grupos bioluminiscentes para ser usados en esta invencion incluyen parejas de luciferasa/luciferina, incluyen-
do luciferasa de luciérnaga [Photinus pyralis], el sistema Aequorin (es decir, la fotoproteina purificada de medusa,
aequorina). Se han estudiado y caracterizado correctamente muchas luciferasas y sustratos, y se encuentran dispo-
nibles comercialmente (por ejemplo, la luciferasa de luciérnaga estd comercializada por Sigma, San Luis, MO. y
Boehringer Mannheim Biochemicals, Indiandpolis, IN; luciferasa de luciérnaga producida de forma recombinante
y otros reactivos basados en este gen o para ser usados con esta proteina estdn comercializados por Promega Cor-
poration, Madison, WI; la fotoproteina aequorina luciferasa de medusa y la luciferasa de Renilla estan disponibles
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comercialmente por Sealite Sciences, Bogart, GA; celenterazina, el sustrato de origen natural para estas luciferasas,
la comercializa Molecular Probes, Eugene, OR]. Otros sistemas bioluminiscentes incluyen sistemas de crusticeos, en
especial de Cyrpidina (Vargula); los sistemas generadores de bioluminiscencia de insectos que incluyen luciérnagas,
escarabajos de resorte y otros sistemas de insectos; sistemas bacterianos; sistemas generadores de bioluminiscencia de
dinoflagelados; sistemas de moluscos tales como Latia y Pholas; gusanos de tierra y otros anélidos; gusanos brillan-
tes; sistemas del gusano marino Polichaeta; el escarabajo del ferrocarril sudamericano; peces (es decir, los hallados en
especies de Aristostomias tales como A. scintillans (Vease por ejemplo, O’Day et al. (1974) Vision Res. 14:545-550),
Pachystomias y Malacosteus, tales como M. niger; los emisores azul/verde incluyen cycithone, myctophids, pez hacha
(agyropelecus), vinciguerria, howella, florenciella y Chauliodus); y proteinas fluorescentes, incluidas las proteinas
fluorescentes verdes (es decir, GFPs, incluidas las de Renilla y de Ptilosarcus), rojas y azules (es decir, BFPs, inclui-
das las de Vibrio fischeri, Vibrio harveyi o Photobacterium phosphoreum) (incluida la luciferasa de Renilla mulleri,
luciferasa de especies de Gaussia y luciferasa de especies de Pleuromamma) y ficobilinas.

1. Restos Z divalentes o multivalentes escindibles

En una realizacién, Z es un resto divalente o multivalente escindible, y tiene la férmula:

-(8H)-M(R"™),-(S*)-L-

en la que S' y S? son restos espaciadores; t y b son, independientemente, 0 6 1; M es un resto central que posee
dos o mds puntos de fijacidn (es decir, divalente o de valencia mayor); en ciertas realizaciones, presenta dos a seis
puntos de fijacién (es decir, divalente a hexavalente); en otras realizaciones, 2, 3, 4 6 5 puntos de fijacién (es decir,
divalente, trivalente, tetravalente o pentavalente); R'> es un grupo funcional que modifica las propiedades estéricas y/o
electrénicas (por ejemplo, efectos mesoméricos, inductivos) de M; a es 0 a 4, en ciertas realizaciones, 0, 1 6 2; y L es
un enlace que es escindible antes de o durante el andlisis, incluido el andlisis espectral de masa, de una biomolécula,
sin alterar la estructura quimica de ésta, tal como una proteina.

En uno o en los dos lados del resto central M de los compuestos puede haber una regién espaciadora S' y/o S?,
reduciendo de este modo el impedimento estérico en reacciones con la superficie de grandes moléculas de proteinas
(S?), o facilitando la hibridacién con secuencias complementarias (S'). Para realizaciones en las que la proteina y la
secuencia complementaria poseen un bajo impedimento estérico, puede no ser necesario un espaciador. En determi-
nadas realizaciones, el impedimento estérico puede potenciar la selectividad. Esta selectividad aumentada se puede
lograr por la presencia de uno o mas sustituyentes voluminosos R'®, unido a M, o por la seleccion de las moléculas
espaciadoras adecuadas para S' y/o S2.

En ciertas realizaciones, S' y S? se seleccionan, independientemente, de -(CH,)-, -(CH,0)-, -(CH,CH,-O)-, -(NH-
(CH,),-C(=0)),-, -(NH-CH(R**)-C(=0));-, -(0O-(CH),-C(=0));-,

R™),

@{’% -Q <

en donde RS es como se ha definido anteriormente; r y s son, independientemente, un nimero entero desde 1 hasta
10; R3 es la cadena lateral de un @-aminoécido natural; e y es un nimero entero de 0 a 4. En una realizacién y es 0 6
1.

En ciertas realizaciones, R" es -H, -OH, -OR’', -SH, -SR®', -NH,, -NHR"', -NR’!, -F, -Cl, -Br, -1, -SO;H, -PO2,,
-CH;, -CH,CH;, -CH(CH;)?, 0 -C(CHj3);; en donde R es alquilo de cadena lineal o ramificada, alquenilo de cadena
lineal o ramificada, arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclilo, aralquilo de cadena lineal o ramificada, aralquenilo
de cadena lineal o ramificada, aralquinilo de cadena lineal o ramificada, heteroaralquilo de cadena lineal o ramificada,
heteroaralquenilo de cadena lineal o ramificada, heteroaralquinilo de cadena lineal o ramificada, cicloalquil-alquilo de
cadena lineal o ramificada, heterociclil-alquilo de cadena lineal o ramificada, heterociclil-alquenilo de cadena lineal o
ramificada, o heterociclil-alquinilo de cadena lineal o ramificada.
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En ciertas realizaciones, el grupo escindible L se escinde ya sea antes de o durante el andlisis de la biomolécula, tal
como una proteina. El andlisis puede incluir el andlisis espectral de masa, por ejemplo, el andlisis espectral de masa
MALDFI-TOF. El grupo escindible L se selecciona de manera que el grupo sea estable durante la conjugacién a una
biomolécula, hibridacién del resto Q a una secuencia complementaria, y el lavado del hibrido; pero es susceptible de
escision bajo las condiciones de andlisis de la biomolécula, que incluye, sin limitaciones, andlisis espectral de masa,
por ejemplo, el andlisis espectral de masa MALDI-TOF. En ciertas realizaciones, el grupo escindible L puede ser un
resto disulfuro, creado por la reaccién de los compuestos en los que X = -SH, con la cadena lateral tiol de los residuos
cisteina en la superficie de las biomoléculas, que incluyen, sin limitaciones, proteinas. El enlace disulfuro resultante
se puede escindir bajo diversas condiciones reductoras que incluyen, sin limitaciones, el tratamiento con ditiotreitol y
2-mercaptoetanol.

En otra realizacién, L es un grupo foto-escindible, que se puede escindir mediante un breve tratamiento con luz
UV alalongitud de onda apropiada, tanto antes de cdmo durante la espectrometria de masa. Se pueden utilizar grupos
foto-escindibles, incluidos aquellos enlaces que pueden ser escindidos durante la espectrometria de masa MALDI-
TOF por la accién de un rayo laser. Por ejemplo, el éter tritilo o aralquilo sustituido con orto-nitro, incluido el grupo
bencilo, son susceptibles a la escisién del enlace inducida por laser durante la espectrometria de masa MALDI-TOF.
Otros grupos foto-escindibles de utilidad incluyen, sin estar limitados a ellos, los grupos o-nitro-bencilo, fenacilo y
nitro-fenilsulfonilo.

Otros grupos foto-escindibles que se pueden usar en esta invencion incluyen los descritos en la Solicitud de Patente
Internacional No. WO 98/20166. En una realizacion, los grupos foto-escindibles tienen la féormula I:

R®0 (R*),

(N
NO,

R2-1 O ._?___

en la que R? es w-O-alquileno-; R*' se selecciona de hidrégeno, alquilo, arilo, alcoxicarbonilo, ariloxicarbonilo y
carboxi; tes 0-3; y R* es alquilo, alcoxi, arilo o ariloxi. En una realizacién, Q estd unido a R* a través de (S'),-M(R"),-
(S?)y; y la biomolécula de interés se captura sobre el resto R*' CH-O- a través de un derivado reactivo del oxigeno (por
ejemplo, X).

En otra realizacién, los grupos foto-escindibles tienen la férmula II:

XZO
R*°0O

NO, w

R2-1 o ‘%_

en la que R* es w-O-alquileno o alquileno; R*' se selecciona de hidrégeno, alquilo, arilo, alcoxicarbonilo, ariloxicar-
bonilo y carboxi; y X*° es hidrégeno, alquilo u OR?'. En una realizacion, Q estd unido a R* a través de (S'),-M(R"),-
(S?)y; y la biomolécula de interés se captura sobre el resto R*' CH-O- a través de un derivado reactivo del oxigeno (por
ejemplo, X).

En realizaciones adicionales, R es -O-(CH2)3- o metileno; R?' se selecciona de hidrégeno, metilo y carboxi; y

X* es hidrégeno, metilo u OR?!. En otra realizacion, R* es metilo; y X*° es hidrgeno. En ciertas realizaciones, R*
es metileno; R?! es metilo; y X* es 3-(4,4’-dimetoxi-tritil-oxi)propoxi.
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En otra realizacién, los grupos foto-escindibles tienen la férmula III:

(R™)

c

(R™), NO, am

o+
R*

en la que R? se selecciona de w-0-alquileno-O y w-0O-alquileno-, y estd no sustituido o sustituido en la cadena alquileno
con uno o mdltiples grupos alquilo; ¢ y e son, independientemente, 0-4; y R y R”' son, independientemente, alquilo,
alcoxi, arilo o ariloxi. En ciertas realizaciones, R? es w-O-alquileno-, y est4 sustituido en la cadena alquileno con un
grupo metilo. En una realizacién, Q estd unido a R? a través de (S")-M(R"),-(S),; y la biomolécula de interés se
captura sobre el resto Ar,CH-O- a través de un derivado reactivo del oxigeno (por ejemplo, X).

En realizaciones adicionales, R?> se selecciona de 3-O-(CH,);-O-, 4-O-(CH,),-, 3-O-(CH,);-, 2-O-CH,CH,-,
-OCH,-,

Me

Meros‘q y XO\/KX

En otras realizaciones, ¢ y e son 0.

Otros grupos escindibles L incluyen grupos sensibles al dcido en los que la escisién del enlace estd determinada por
la formacién de un catién tras la exposicion a dcidos suaves a fuertes. Para estos grupos dcido-labiles, la escision del
grupo L se puede llevar a cabo antes de o durante el andlisis, incluido el anélisis espectrométrico de masa, por la acidez
de las moléculas de la matriz, que se depositan como una capa fina sobre los hibridos, o aplicando un breve tratamiento
de la matriz con un 4cido, tal como vapor de 4cido trifluoroacético. La exposicién de un grupo tritilo al 4cido acético
o trifluoroacético provoca la escision del enlace éter antes de o durante la espectrometria de masa MALDI-TOF.

La matriz de compuesto-biomolécula puede ser tratada con reactivos quimicos, que incluyen, sin limitaciones, bro-
muro de cianégeno, o enzimaticos, que incluyen, sin limitaciones, tripsina, quimotripsina, una exopeptidasa (por ejem-
plo, aminopeptidasas y carboxipeptidasas) para efectuar la escisién. En este dltimo caso, todos, excepto un fragmento
peptidico, se mantendran hibridados cuando la digestién es cuantitativa. La digestion parcial puede ser conveniente
también para identificar y caracterizar proteinas tras la desorcién de la matriz. Los fragmentos de proteina/péptido
escindidos se someten a desorcion, andlisis y caracterizacion de acuerdo con sus respectivos pesos moleculares.

En ciertas realizaciones de la invencién, L se selecciona de -S-S-, -O-P(=0)(OR>!)-NH-, -O-C(=0)-,

(Ru)v (R™)

—@-c—o-— -O_C_H...

(R"), R™),

4
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(R™),

NO, OPO;

(R*)

¥

en las que R, R%' e y son como se han definido anteriormente. En ciertas realizaciones, R" es -H, -OH, -OR’!, -SH,
-SR3!, -NH,, -NHR>'| -N(R>"),, -F, -Cl, -Br, -1, -SO;H, -PO~2,, -CH;, -CH,CHj;, -CH(CHj;), 0 -C(CH,);; en donde R*!
es alquilo de cadena lineal o ramificada, alquenilo de cadena lineal o ramificada, alquinilo de cadena lineal o ramifica-
da, arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclilo, aralquilo de cadena lineal o ramificada, aralquenilo de cadena lineal o
ramificada, aralquinilo de cadena lineal o ramificada, heteroaralquilo de cadena lineal o ramificada, heteroaralquenilo
de cadena lineal o ramificada, heteroaralquinilo de cadena lineal o ramificada, cicloalquil-alquilo de cadena lineal o
ramificada, cicloalquil-alquenilo de cadena lineal o ramificada,, cicloalquil-alquinilo de cadena lineal o ramificada,
heterociclil-alquilo de cadena lineal o ramificada, heterociclil-alquenilo de cadena lineal o ramificada, o heterociclil-
alquinilo de cadena lineal o ramificada.

ii. Restos Z divalentes no escindibles

En otra realizacién, Z es un resto divalente no escindible y tiene la férmula:

(SH-MR™),~(S?),

enlaque S', M, R", S% t, ay b son como se han definido anteriormente.
e. Z es un soporte insoluble o un sustrato

Para las matrices de gradiente que se proponen en esta invencidn, Z puede ser el soporte o sustrato insoluble. En
estas realizaciones, Z estd unido a una pluralidad de restos X, o a una pluralidad de restos Y y X, o mezclas de X, Q
y/o Y, y otros restos. En ciertas realizaciones, Z tiene decenas hasta centenares, millares, millones o mas puntos de
fijacion. En estas realizaciones, el soporte o sustrato insoluble Z estd basado en una superficie plana construida, por
ejemplo, de vidrio, silicio, metal, plastico o un material compuesto; o puede adoptar la forma de una perla tal como de
gel de silice, de vidrio de porosidad controlada, o una perla magnética o de celulosa; o puede ser un alfiler, incluida una
matriz de alfileres adecuada para la sintesis o el andlisis combinatorio. Los sustratos se pueden fabricar practicamente
de cualquier material insoluble o sélido. Por ejemplo, gel de silice, vidrio (por ejemplo, vidrio de porosidad controla-
da (CPG)), nailon, resina Wang, resina Merrifield, dextrano reticulado con epiclorohidrina (por ejemplo, Sephadex®),
agarosa (por ejemplo, Sepharose®), celulosa, perlas magnéticas, Dynabeads®, una superficie metdlica (por ejemplo,
acero, oro, plata, aluminio, silicio y cobre), un material plastico (por ejemplo, polietileno, polipropileno, poliamida,
poliéster, difluoruro de polivinilideno (PVDF)). Ejemplos de sustratos incluyen, sin limitaciones, perlas (por ejem-
plo, gel de silice, vidrio de porosidad controlada, magnéticas, dextrano reticulado con epiclorohidrina (por ejemplo,
Sephadex®), agarosa (por ejemplo, Sepharose®), celulosa), capilares, soportes planos tales como filtros de fibra de
vidrio, superficies de vidrio, superficies metdlicas (acero, oro, plata, aluminio, cobre y silicio), materiales plasticos
incluidas las placas o membranas multi-pocillos (por ejemplo, de polietileno, polipropileno, poliamida, difluoruro de
polivinilideno (PVDF)). Ejemplos de sustratos incluyen, sin limitaciones, perlas (por ejemplo, de gel de silice, de
vidrio de porosidad controlada, magnéticas, de dextrano reticulado con epiclorohidrina (por ejemplo, Sephadex®),
agarosa (por ejemplo, Sepharose®), celulosa), capilares, soportes planos tales como filtros de fibra de vidrio, superfi-
cies de vidrio, superficies metdlicas (acero, oro, plata, aluminio, cobre y silicio), materiales plasticos, incluidas placas
o membranas multi-pocillo (por ejemplo, de polietileno, polipropileno, poliamida, difluoruro de polivinilideno), alfi-
leres (por ejemplo, matrices de alfileres adecuados para la sintesis o el andlisis combinatorio, o perlas en cavidades
de superficies planas tales como obleas (por ejemplo, obleas de silicio), con o sin placas. El soporte s6lido muestra
cualquier forma deseada, incluida, sin limitaciones, la de perla, capilar, placa, membrana, oblea, peine, oblea con ca-
vidades, una matriz de cavidades o pocillos de nanolitro, y otras geometrias y formas conocidas por los expertos en
la técnica. Los soportes incluyen superficies planas disefiadas para recibir o fijar muestras en loci discretos. En una
realizacion, las superficies planas incluyen las que tienen regiones hidréfobas alrededor de loci hidréfilos para recibir,
contener o fijar una muestra.

En una realizacidn, los soportes o sustratos sélidos Z son perlas, incluidas, sin limitaciones, perlas polimeras,
magnéticas, coloreadas, etiquetadas con Ry, etc. Las perlas pueden estar fabricadas de materiales hidr6fobos que
incluyen, sin limitaciones, poliestireno, polietileno, polipropileno o teflén, o de materiales hidréfilos, que incluyen,
sin limitaciones, celulosa, dextrano reticulado con epiclorohidrina (por ejemplo, Sephadex®), agarosa (por ejemplo,
Sepharose®), poliacrilamida, gel de silice y vidrio de porosidad controlada.
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En realizaciones adicionales, los restos Z de soporte o sustrato insoluble pueden poseer, opcionalmente, grupos
espaciadores S' y/o S? o, en realizaciones en las que Z es un enlace escindible, L. Los restos S', S? y/o L estén unidos
a la superficie del soporte o sustrato insoluble.

En estas realizaciones, la densidad del biopolimero a analizar y, por lo tanto, la intensidad de la sefial del anélisis
subsiguiente, estd incrementada en relacion con las realizaciones en las que Z es un grupo divalente o multivalente.
En estas realizaciones, se empleard en los métodos propuestos una matriz apropiada de oligonucledtidos o andlogos
de oligonucle6tidos monocatenarios, que son complementarios a Q.

En otra realizacién, Z es un soporte que, cuando estd funcionalizado con Q, X e Y, simula la funcién de una mem-
brana artificial, capturando biomoléculas que incluyen, sin limitaciones, proteinas. En una realizacidn, Z es un soporte
que, cuando estd funcionalizado con Q, X e Y, simula la especificidad del interior de una membrana celular. En esta
realizacion, el soporte es capaz de capturar proteinas y otras biomoléculas que, en otras circunstancias, los compuestos
propuestos en esta invencién serian incapaces de capturar, incluidas proteinas dentro de membranas celulares. En una
realizacion, los soportes funcionan bajo condiciones fisioldgicas. Asi, en las realizaciones anteriores, la eleccién de
Z, Q, X e Y permite disefiar superficies y soportes que imitan membranas celulares y otras membranas bioldgicas.
Cuando los compuestos propuestos en este documento actiian como una membrana artificial, se puede emplear la
quimica polimera de dendrimeros para la sintesis controlada de membranas con dimensiones de poros y espesores de
membrana consistentes, a través de la sintesis de copolimeros en bloque anfifilos, dendriméricos o hiper-ramificados,
que pueden estar auto-ensamblados para formar membranas de pelicula ultrafina sobre soportes porosos.

Matrices de gradiente

En este documento, se proponen matrices de gradiente bidimensionales. En estas realizaciones, Z es un soporte
solido y X e Y son restos (separados o unidos a Z) dispuestos sobre dicho soporte, de manera que la coleccién de loci
presenta un gradiente de las propiedades seleccionadas. En cada locus de la matriz existen restos X e Y, dispuestos
lado a lado o unidos, mientras que a lo largo de cada fila (es decir, eje X), cada resto Y es idéntico y se altera una
propiedad seleccionada de X, por ejemplo, hidrofobia, lipofilia, carga, tamaiio, especificidad u otra propiedad de cada
X de forma predeterminada a lo largo del eje X para ofrecer un gradiente de dicha propiedad. De manera similar, a
lo largo de cada columna de loci en la matriz, se altera una propiedad de Y, por ejemplo, hidrofobia, carga, tamafio,
especificidad u otra propiedad de cada Y de forma predeterminada a lo largo del eje Y para proporcionar un gradiente
de dicha propiedad. Para cada matriz, la propiedad de los restos X que se ha alterado no es la misma que la propiedad
que se ha alterado para el resto Y. De este modo, la matriz resultante presenta un gradiente bidimensional de dos (o
mads) propiedades seleccionadas y muestra loci con diferentes afinidades. El nimero de loci en la matriz puede ser
cualquiera, por ejemplo, 10, 50, 100, 500, 1.000, 10* 0 m4s, o cualquier nimero predeterminado.

Estos soportes s6lidos pueden ser cualquier soporte s6lido como los que se proponen en esta invencion, e incluyen
perlas, cuadrados y rectingulos planos y otras geometrias, pudiendo ser del tamafio deseado, por ejemplo, 1 um, 10
um, 50 yum, 100 ym, 1 mm, 1 cm, 10 cm y mayores, en donde las dimensiones se refiere a la dimensiéon maxima; a los
efectos de este documento, el tamafio es adecuado para llevar a cabo andlisis de espectrometria de masa, en particular
andlisis MALDI. En estas matrices, los restos X e Y se pueden establecer de manera que presenten un gradiente de
propiedades seleccionadas.

En la practica, las matrices resultantes se analizan del modo descrito en la invencién. Por ejemplo, las matrices
resultantes se ponen en contacto con una muestra, tal como una muestra que contiene proteinas, que se debe analizar,
se afiade la matriz y se analiza por espectrometria de masa la matriz resultante. A continuacidn, se describen ejemplos
de gradientes.

La Figura 5 muestra un soporte continuo con gradientes o monocapas liotrépicas, en las que las moléculas son
crecientemente hidréfobas/hidréfilas, cargadas (negativa o positivamente) y de tamafio creciente o decreciente. Se
pueden utilizar otras propiedades bien conocidas por los expertos en la técnica, tales como propiedades quimicas,
incluida la especificidad de los reactivos para los grupos NH,, SH, SS, OH, etc. En una realizacién, el gradiente a
lo largo del eje X difiere del eje Y, por ejemplo, X = hidrofobia creciente, e Y = carga positiva creciente. En una
realizacion, se usan cambios de azobenceno (véase, por ejemplo, la Figura 6), en donde la hidrofilia se introduce
cuando el azobenceno se expone a la luz. Se establece un gradiente de hidrofobia/hidrofilia a medida que aumenta la
exposicion a la luz. La carga se puede introducir usando electrodos que generan un gradiente de cargas electrénicas,
véase, por ejemplo, la Figura 7. De manera alternativa, a lo largo de cada direccion (X e Y), habrd mdltiples parches
con diferentes afinidades. La mezcla de proteinas se aplica a la superficie del sustrato, con lo que las proteinas se
disponen de acuerdo con sus afinidades exclusivas. Seguidamente, la matriz se marca en cada zona y se analiza, por
ejemplo, mediante MALDI-TOF.

f. Restos Z de masa modificada
En realizaciones adicionales, incluidas las realizaciones en las que Z incluye un resto escindible, Z puede incluir
una etiqueta modificadora de la masa. En ciertas realizaciones, la etiqueta modificadora de la masa estd unida al
enlazador L. En una realizacion, el resto Z de masa modificada tiene la férmula:
(8")-M(R"),-(S*),-L-T-
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en la que S', t, M, R, a, $2, b y L se seleccionan como se ha indicado anteriormente; y T es una etiqueta
modificadora de la masa. Las etiquetas modificadoras de masa que se pueden usar en esta invencién incluyen, sin
limitaciones, grupos de la férmula -X'R'"°-, en la que X' es un grupo divalente tal como -O-, -O-C(O)-(CH,),-C(0)O-,
-NH-C(0)-, -C(0)-NH-, -NH-C(0)-(CH,),-C(0O)O-, -NH-C(S)-NH-, -O-P(0-alquil)-O-, -O-S0O,-O-, -O-C(0)-CH,-
S-,-NH-y

0] Me

y R!® es un grupo divalente que incluye -(CH,CH,0),-CH,CH,O-, -(CH,CH,0),-CH,CH,0-alquileno, alquileno,
alquenileno, alquinileno, arileno, heteroarileno, -(CH,),-CH,-O-, -(CH,),-CH,-0O-alquileno, -(CH,CH,NH),-CH,CH,
NH-, -CH,-CH(OH)-CH,0-, -Si(R'*)(R")-, -CHF- y -CF,-; en donde y es un nimero entero desde 1 hasta 20; z
es un ndmero entero desde 0 hasta 200; R'' es la cadena lateral de un a-aminoécido; y R'? y R' se seleccionan,
independientemente, de alquilo, arilo y aralquilo.

En otras realizaciones, -X'R'- se selecciona de -S-S-, -S-, -(NH-(CH,),-NH-C(O)-(CH,),-C(0O)),-NH-(CH,),-
NH-C(0)-(CH,),-C(0)0O-, -(NH-(CH,)-C(0)),-NH-(CH,),-C(0O)-, -(NH-CH(R')-C(0)),-NH-CH(R'")-C(O)O-, y
-(0-(CH,),-C(0)),-NH-(CH,),-C(O)O-.

En las realizaciones anteriores, en donde R'* es un derivado de oligo/polietilenglicol, el incremento de modificacién
de masa es 44, es decir, se pueden generar cinco especies modificadoras de masa cambiando z desde 0 hasta 4,
agregando de esta forma unidades de masa de 45 (z =0), 89 (z=1), 133 (z=2), 177 (z=3)y 221 (z=4) a
los compuestos. Los oligo/polietilenglicoles pueden estar también monoalquilados con un alquilo inferior tal como
metilo, etilo, propilo, isopropilo, t-butilo y similares.

Otras etiquetas modificadoras de la masa incluyen, sin estar limitados a ellos, -CHF-, -CF,-, -Si(CH3),-, -SI
(CH3)(C,Hs)- y -Si(C,Hs),. En otras realizaciones, las etiquetas modificadoras de masa incluyen homo- y hetero-
péptidos. Un ejemplo no limitante que genera especies de masa modificada, con un incremento de masa de 57, es una
oligoglicina, que produce modificaciones de masa de, por ejemplo, 74 (y=1,z=0), 131 (y=1,z=2), 188 (y=1,z=
3) 0245 (y = 1, z = 4). También se pueden usar oligoamidas, con las que se obtienen, por ejemplo, modificaciones de
masade 74 (y=1,z=0),88 (y=2,z=0),102 (y=3,z=0), 116 (y =4, z=0), etc. Los expertos en la técnica apre-
ciardn que existen numerosas posibilidades adicionales a las que se ejemplifican en este documento, para introducir,
de forma predeterminada, muchas etiquetas modificadoras de la masa diferentes a los compuestos citados.

En otras realizaciones, R y/o S? pueden estar funcionalizados con -X'R'H o -X'R'%-alquilo, en donde X' y R'°
son como se han definido anteriormente, para actuar como etiquetas modificadoras de masa.

3. Elresto X

En los compuestos propuestos en este documento, X es una cadena lateral aminoédcida de una proteina. Asi, en
ciertas realizaciones, X es un grupo que puede reaccionar o interactuar con funcionalidades situadas en la superficie
de una proteina para formar enlaces covalentes o no covalentes. Existe una extensa seleccion de diferentes grupos
funcionales para que X interactde con una proteina. Por ejemplo, X puede actuar como un nucledéfilo o un electréfilo
para formar enlaces covalentes tras la reaccién con los residuos aminoécidos en la superficie de una proteina. Los
reactivos que se unen a las cadenas laterales de aminodcidos incluyen, sin limitaciones, grupos protectores para los
restos hidroxilo, carboxilo, amino, amida y tiol, incluyendo los descritos en T.W. Greene y P.G.M. Wuts, “Protective
Groups in Organic Synthesis”, 3* ed. (1999, Wiley Interscience). Estos grupos protectores pueden reaccionar con
cadenas laterales de aminodcidos tales como hidroxilo (serina, treonina, tirosina); amino (lisina, arginina, histidina,
prolina); amida (glutamina, asparagina); dcido carboxilico (4cido aspdrtico, 4cido glutdmico); y derivados de azufre
(cisteina, Metionina), y son facilmente adaptables para ser usados en estos compuestos como resto reactivo X.

Es preciso sefialar que, ademds de la amplia gama de reactivos especificos para grupos conocidos por los expertos
en la técnica, los reactivos conocidos en la quimica de productos naturales también pueden servir como base para X
en la formacidn de enlaces covalentes.

De forma alternativa a como se describe en este documento, X es una tincién de purificacién de proteinas, tales
como acridina o azul de metileno, que exhibe una fuerte afinidad por ciertas proteinas.

X puede actuar como donante de electrones o como aceptor de electrones para formar enlaces no covalentes o
un complejo, tal como un complejo de transferencia de carga, con una biomolécula, incluyendo, sin limitaciones,
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una proteina. Estos reactivos incluyen a los que interactian con intensidad y con alta especificidad con biomoléculas,
incluidas, sin limitaciones, proteinas, sin formar enlaces covalentes a través de la interaccion de superficies de afinidad
complementaria. Por ejemplo, se describen complejos bien conocidos tales como biotina-estreptavidina, anticuerpo-
antigeno, receptor-ligando, lectina-hidrato de carbono y otros tipos de reactivos. Adicionalmente, estos complejos
muestran fuertes interacciones que son suficientemente estables para permitir un lavado exhaustivo de las biomoléculas
no fijas, incluidas, sin limitaciones, las proteinas, de las mezclas biolégicas que forman complejo.

Si $? no estd presente, la reactividad de X puede estar influida por una o miiltiples funcionalidades sustituidas, por
ejemplo, R® en M. Se pueden usar los efectos electrénicos (por ejemplo, mesoméricos, inductivos) y/o estéricos para
modular la reactividad de X y la estabilidad del enlace X-biomolécula resultante. En estas realizaciones, subconjuntos
de mezclas biomoleculares que incluyen, sin limitaciones, mezclas de proteinas, pueden reaccionar y ser analizadas
gracias a la modulacion por R'5, lo que modifica las propiedades electrénicas o estéricas de X y, por lo tanto, aumenta
la selectividad de la reaccién de X con la biomolécula.

En estas realizaciones, X es un éster activo tal como -C(=0)O-Ph-pNQO,, -C(=0)0O-C¢F; o -C(=0)-O-(N-succini-
midilo); un resto halo activo tal como un éter a-halo o un grupo La matriz de gradiente segtn la reivindicacién 1, en
la que la propiedad de los compuestos que se varia a lo largo del eje X es especificidad para un grupo NH,, SH, SS u

carbonilo @-halo que incluye, sin limitaciones, -OCH,-I, -OCH,-Br, -OCH,-Cl y -C(O)CH,I, -C(O)CH,Br y -C(O)
CH,CI grupos funcionales especificos para cadenas laterales de aminodcidos tales como maleimido (para cisteina),
un complejo metdlico, incluidos complejos de oro o mercurio (para cisteina o metionina), un ep6xido o isotiocianato
(para arginina o lisina); reactivos que se unen a sitios activos de enzimas que incluyen, sin limitaciones, andlogos
de estado de transicion; ligandos que se unen a receptores tales como insulina; péptidos especificos que se unen a
las superficies de las biomoléculas, incluyendo péptidos adhesivos; lectinas (por ejemplo, del tipo manosa, del tipo
lactosa); anticuerpos, por ejemplo, contra péptidos fosforilados; antigenos, tales como una biblioteca de expresion en
fago; haptenos; biotina; avidina; o estreptavidina. Otras realizaciones de X son bien conocidas para los expertos en
la técnica, e incluyen las descritas en Techniques in Protein Chemistry, Vol. 1 (1989), T. Hugli ed. (Academic Press);
Techniques in Protein Chemistry, Vol. 5 (1994), J.W. Crabb ed. (Academic Press); Lundblad Techniques in Protein
Modification (1995) (CRC Press, Boca Ratén, FL); Glazer et al. (1976) Chemical Modification of Proteins (Holanda
del Norte (Amsterdam) (American Elsevier, Nueva York); y Hermanson (1996) Bioconjugate Techniques (Academic
Press, San Diego, CA).

4. Realizaciones adicionales

En ciertas realizaciones, los compuestos propuestos en esta invencion tienen la férmula:

N'-Bi-N?,-(S)-M(R"),~(8%),-L-X

enlaque N', B, N2, S!, M, S%, L, X, m, 1, n, t,ay b son como se han definido anteriormente.

En otras realizaciones, incluidas aquellas en las que Z no es un enlazador escindible, los compuestos propuestos
en esta invencion tienen la férmula:

N'5-Bi-N?,-(S)-M(R),~(8%),-X

enlaque N', B, N2, S!, M, S, X, m, i, n, t, a y b son como se han definido anteriormente.
D. Preparacion de los Compuestos

La preparacion de los compuestos se describe mds adelante. Cualquier compuesto o compuesto similar se puede
sintetizar de acuerdo con un método que se analiza en general mds abajo, o mediante modificaciones minimas de los
métodos, seleccionando los materiales de partida apropiados.

En general, los compuestos se pueden preparar a partir del resto central Z. En ciertas realizaciones, Z es
-(S"-M(R"%),-(S%),-L-. En estas realizaciones, los compuestos se pueden preparar a partir del grupo M adecuada-
mente sustituido (por ejemplo, con uno o mdltiples grupos R'%). M(R'®), se une opcionalmente con S' y/o S?, seguida
por la unién al enlazador escindible L. De manera alternativa, el grupo L se une opcionalmente a S, seguido por la
reacciéon con M(R'), y, opcionalmente, S'. A continuacion, este grupo Z se derivatiza en su extremo S! (0 M(R?),)
para tener una funcionalidad para acoplarse con un oligonucledtido o andlogo de oligonucleétido Q (por ejemplo,
un grupo fosforamidita, H-fosfonato o triéster fosférico). Por lo general, el grupo Q estard N-protegido en las bases
para evitar las reacciones de competicién tras la introduccién del resto X. En una realizacién, el grupo Z se hace
reaccionar con una mezcla de todas las permutaciones posibles de un oligonucleétido o andlogo de oligonucledtido
Q (por ejemplo, permutaciones de 4’ donde i es el nimero de nucledtidos o andlogos de nucleétidos en B). El o los
compuestos Q-Z resultantes se derivatizan entonces a través del extremo L para poseer un grupo X para reaccionar con
una biomolécula tal como una proteina. Si se desea, se retiran entonces los grupos N-protectores tras la reaccion del
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compuesto con una biomolécula, incluida una proteina. En otras realizaciones, Q se puede sintetizar sobre Z, inclu-
yendo realizaciones sobre un soporte o sustrato insoluble tales como una perla. En una realizacién adicional, Q se pre-
sintetiza mediante técnicas de estado s6lido convencionales y, a continuacién, se enlaza con M. De forma alternativa,
Q se puede sintetizar gradualmente sobre el resto M.

Mas adelante, se ofrecen ejemplos de sintesis de los compuestos propuestos en esta invencién, que contienen
enlazadores alcalino-ldbiles y foto-escindibles. Un experto en la técnica tendria la capacidad para preparar otros com-
puestos dentro del alcance de esta descripcion por la modificacién rutinaria de los métodos expuestos mds adelante, o
por otros métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Para la sintesis de un compuesto propuesto en este documento, que contiene un enlazador alcalino-1abil, 1,4-di
(hidroximetil)benceno (es decir, M) se mono-protege, por ejemplo, como el correspondiente éter mono-terc-butil-
dimetilsililo. El alcohol libre remanente se derivatiza como la correspondiente 2-ciano-etil-N,N-diisopropil-fosfora-
midita mediante la reaccién con 2-ciano-etil-N,N-diisopropil-clorofosforamidita. La reaccién de esta amidita con un
oligonucledtido (es decir, Q) va seguida de la eliminacién del grupo protector para dar el alcohol correspondiente. La
reaccion con, por ejemplo, cloroformiato de triclorometilo proporciona el cloroformiato ilustrado (es decir, X).

HO\/Q/\ - NC/\/OPO _—
Y
o
\/O/‘OTBDMS ote
!

P
. . ]
oligonucledtido oligonucleodtido

Para la sintesis de un compuesto propuesto en esta invencion, que contiene un enlazador foto-escindible, 2-nitro-
5-hidroxi-benzaldehido (es decir, un precursor de L), se hace reaccionar, por ejemplo, con 3-bromo-1-propanol para
dar el correspondiente éter-alcohol. A continuacién, se protege el alcohol, por ejemplo, como el correspondiente éter
terc-butildimetilsililo. La reaccién de este compuesto con trimetilaluminio da el correspondiente alcohol bencilico,
que se derivatiza en forma de su fosforamidita, usando el procedimiento descrito anteriormente. La amidita se hace
reaccionar con un oligonucleétido (es decir, Q) seguida de la eliminacién del grupo protector y la derivatizacién del
alcohol resultante en forma del cloroformiato correspondiente (es decir, X).

OH 0 _~_ OTBDMS
O.N O,N
CHO CHO
O ._~_OTBDMS
ON
on — CH, "0 —
3 1
CH OH NC P_ J\
J \/\o/j\
0. ~_OTBDMS S
o
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cH, © CH, O
NC\/\O P oligonucledtido HQ'P ~ oligonucledtido

30



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319634 T3

Para la sintesis de los compuestos propuestos en esta invencion, que contienen un enlazador dcido-1abil, por ejem-
plo, un éter tritilo heterobifuncional, se hace reaccionar el éter tritilo de la fosforamidita requerido con el oligonucle6-
tido o andlogo de oligonucleétido Q, seguido de la desproteccion del éter tritilo y la captura de una biomolécula, por
ejemplo, una proteina, en el alcohol, a través de un derivado reactivo del alcohol (X), como se ha descrito anterior-
mente.

(R'), (R™),

\

f—O Oligo
OCH,CH,CN

(R™), (R'™),
(R‘s).
- 0-X
Oligo
(R“).

Los expertos en la técnica podrdn apreciar que las sintesis anteriores de los compuestos propuestos en esta inven-
cién son solamente ejemplares. Es posible vislumbrar otras sintesis de los compuestos ofrecidos en este documento.
Asimismo, un experto en la técnica podrd modificar las sintesis anteriores de manera convencional para sintetizar otros
compuestos, dentro del alcance de la presente descripcion.

E. Métodos de Utilizacion de las Matrices
1. Métodos generales

Las matrices que se proporcionan en este documento se pueden usar para el andlisis, cuantificacién, purificacién
y/o identificacién de los componentes de mezclas de biomoléculas, incluidas, sin limitaciones, mezclas de proteinas.
Para iniciar el procedimiento analitico, estas mezclas de pre-purifican de acuerdo con procedimientos convencionales.
En una realizacidn, las proteinas se aislan de fluidos biolégicos por lisis celular, seguida de métodos de precipitacién
(por ejemplo, sulfato de amonio) o degradacién enzimdtica de los 4cidos nucleicos y carbohidratos (si es preciso),
y se retira el material de bajo peso molecular por tamizaciéon molecular. Las proteinas se pueden obtener también de
bibliotecas de expresion. Se hacen reaccionar partes alicuotas de la mezcla de proteinas con los compuestos propuestos
por la invencion, que tienen diferentes funcionalidades X para segregar la mezcla en familias de proteinas separadas,
segun la reactividad seleccionada de X. La diversidad de B se selecciona en funcién de la complejidad de 1a mezcla de
proteinas. Por lo tanto, existen conjuntos de compuestos que difieren en X y B, que pueden ser seleccionados para el
analisis. En ciertas realizaciones, el andlisis se lleva a cabo usando el menor nimero posible de reacciones necesarias
para analizar por completo la mezcla. Asi, en estas realizaciones, la seleccién de la diversidad de B y del nimero de
grupos X de diferente reactividad serd una funcién de la complejidad de la mezcla biomolecular que se debe analizar.
La minimizacién de la diversidad de B y del nimero de grupos X permite un andlisis completo de la mezcla con
complejidad minima.

La separacién de proteinas de una mezcla compleja se consigue en virtud de los productos compuesto-proteina que
se unen a una matriz de secuencia complementaria. El sobrenadante, que contiene los productos compuesto-proteina,
se hace contactar con y se le permite hibridar con una matriz de secuencias complementarias. En una realizacion, se
hibrida un soporte sélido plano, portador en localizaciones espacialmente distintas de una matriz de oligonucleétidos
o0 andlogos de oligonucledtidos que es complementaria al oligonucledtido o andlogo de oligonucledtido N' -B;-N?,
con los productos compuesto-proteina.
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En realizaciones en las que Z es un soporte o sustrato insoluble, tal como una perla, la separacién de los productos
compuesto-proteina en una matriz direccionable se puede lograr separando en una matriz de placas de micro-pocillos
o de microtitulacion, u otras matrices de micro-contenedores. En ciertas realizaciones, las placas de micro-pocillos o
de microtitulacién, o micro-contenedores, incluyen oligonucleétidos o andlogos de oligonucle6tidos monocatenarios
que son complementarios al oligonucleétido o andlogo de oligonucleétido Q.

Tras la reaccién o complejacion de los compuestos con las proteinas, se puede retirar cualquier exceso de compues-
tos agregando un reactivo disefiado para actuar como “agente de captura”. Por ejemplo, se permite que una molécula
pequefia biotinilada, que tiene una funcionalidad idéntica o similar a la que ha reaccionado con el X seleccionado,
reacciona con el exceso de compuesto. La exposicion de esta mezcla a estreptavidina, unida a una perla magnética,
permite la retirada del exceso del compuesto.

La hibridacién de los productos compuesto-proteina con una secuencia complementaria se lleva a cabo segin
condiciones convencionales (por ejemplo, en presencia de sales caotrépicas para equilibrar los valores T,, de los
diversos hibridos). Se puede eliminar por lavado todo el material que no haya hibridado y analizar el material hibridado.

En otras realizaciones, se puede efectuar una combinacidn selectiva de los productos de diferentes reactivos que
contienen el resto X (por ejemplo, grupos X reactivos con amino y tiol; grupos X reactivos con anticuerpos y amino;
grupos X de anticuerpo y lectina, etc.) para el andlisis combinado en un solo ensayo (por ejemplo, en un tnico chip).

La Figura 1 muestra un método para separar y analizar una mezcla compleja de proteinas, mediante el uso de la
espectrometria de masa MALDI-TOF. La exposicién de un compuesto descrito en este documento a una mezcla de
biomoléculas, que incluyen, sin limitaciones, proteinas (P1 a P4), proporciona una matriz de compuesto-proteina (NA
=resto de oligonucledtido o resto de andlogo de oligonucleétido, L = enlazador escindible, P = proteina). La separacién
de la matriz se lleva a cabo por hibridacién de la porcién Q de la matriz con una secuencia complementaria unida al
soporte, tal como un chip de oligonucledtidos. A continuacion, se analizan las proteinas (P1 a P4) por espectrometria
de masa MALDI-TOF.

Cuando la complejidad de una mezcla de biomoléculas que incluye, sin limitaciones, proteinas, es baja, se pue-
den aplicar métodos de cromatografia de afinidad o de filtracién de afinidad para separar los productos compuesto-
proteina de la mezcla de proteinas. Si las proteinas que se deben analizar fueron marcadas con radiactividad antes (o
después) de la reaccién con el compuesto, pero antes de la hibridacion, se podrian detectar también estas proteinas en
la matriz. De esta forma, se pueden detectar las posiciones portadoras de un hibrido antes de escanear la matriz con
espectrometria de masa MALDI-TOF, y se reduce al minimo el tiempo necesario para analizar la matriz. Se pueden
aplicar espectrometros de masa de diversos tipos para analizar las proteinas (por ejemplo, lineales o con reflexién,
con o sin extraccion retardada, con TOF, Q-TOF o analizador de la Transformada de Fourier con laseres de diferentes
longitudes de onda y fases de muestra xy).

Los formatos de espectrometros de masa para usar en esta invencion son de ionizacién por desorcion laser asis-
tida por matrices (MALDI), electro-nebulizacién continua o pulsada (ES), ionizacién, nebulizacién de iones, termo-
nebulizacién, o espectrometria de masa por impacto masivo en racimo, y un formato de deteccion tal como tiempo de
vuelo (TOF) lineal, tiempo de vuelo de reflectrén, cuddruple simple, cuddruple miiltiple, de sector magnético simple,
de sector magnético mdltiple, de transformada de Fourier, resonancia de ciclotrén iénico (ICR), trampa idnica y sus
combinaciones, tales como la espectrometria MALDI-TOF. Por ejemplo, para la ES, las muestras, disueltas en agua
o en una solucién tampdn volitil, se inyectan continua o discontinuamente en una interface de ionizacién de presién
atmosférica (API) y, a continuacién, se analiza la masa por un cuadrupolo. La generacién de mdltiples picos i6nicos,
que se puede obtener usando la espectrometria de masa ES, puede incrementar la exactitud de la determinacién de
masa. Es posible obtener una informacién todavia mds detallada de la estructura especifica usando una configuracién
cuadrupolo MS/MS.

Los expertos en la técnica conocen bien los métodos para llevar a cabo MALDI. También se conocen numerosos
métodos para mejorar la resolucién. Por ejemplo, la resolucién en la espectrometria de masa MALDI-TOF se puede
mejorar reduciendo el nimero de colisiones de alta energia durante la extraccién de iones (véase, por ejemplo, Juhasz
et al. (1996), Analysis, Anal. Chem. 68:941-946; véanse también, por ejemplo, en la Patente de EE.UU. No. 5.777.325,
la Patente de EE.UU. No. 5.742.049, 1a Patente de EE.UU. No. 5.654.545, la Patente de EE.UU. No. 5.641.959, la
Patente de EE.UU. No. 5.654.545, la Patente de EE.UU. No. 5.760.393, y la Patente de EE.UU. No. 5.760.393 las
descripciones de los protocolos de MALDI y de extraccién retardada).

En la espectrometria de masa MALDI-TOF se pueden utilizar diversos analizadores de masa, por ejemplo, con-
figuraciones de los instrumentos de sector magnético/deflexion magnética en modo de cuadrupolo simple o triple
(MS/MS), transformada de Fourier y tiempo de vuelo (TOF), incluido el tiempo de vuelo ortogonal (O-TOF), como
son conocidas en la técnica de espectrometria de masa. Para el proceso de desorcidn/ionizacion, se pueden usar nume-
rosas combinaciones de matriz/ldser. También se pueden emplear configuraciones de trampa idnica y reflectrones.

MALDI-MS requiere la incorporacién de la biomolécula en una matriz. Se ha llevado a cabo en polipéptidos
y en 4cidos nucleicos mezclados en una matriz sélida (es decir, cristalina). La matriz se selecciona de forma que
absorba la radiacion laser. En estos métodos, se utiliza un ldser tal como laser UV o IR para incidir sobre la mezcla de
biopolimero/matriz, que se cristaliza en el extremo de una sonda u otro soporte apropiado, efectuando de este modo la
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desorcién e ionizacién del biopolimero. Ademads, se ha llevado a cabo el procedimiento MALDI-MS en polipéptidos,
glicerol y otros liquidos como matriz.

Es posible diseccionar selectivamente una mezcla compleja de proteinas y, al recopilar todos los datos, analizarla
por completo mediante el uso de compuestos con diferentes funcionalidades X. Las proteinas presentes en una mezcla
de origen bioldgico se pueden detectar porque todas las proteinas tienen funcionalidades reactivas presentes en su
superficie. Si en cada posicion de la matriz compuesto-proteina existe la misma proteina escindible bajo las mismas
condiciones que L, o se agrega sin unién covalente al soporte s6lido y sirve como estdndar interno de peso molecular,
se puede determinar la cantidad relativa de cada proteina (o péptido, si la matriz de proteina ha sido digerida enzima-
ticamente). Este procedimiento permite la deteccién de variaciones de las proteinas expresadas cuando se comparan
tejidos de individuos sanos y enfermos, o cuando se compara el mismo tejido bajo diferentes condiciones fisioldgicas
(por ejemplo, estudios dependientes del tiempo). El procedimiento permite, igualmente, la deteccién de cambios de
las proteinas expresadas cuando se comparan secciones diferentes de tejidos (por ejemplo, tumores), que se pueden
obtener, por ejemplo, por biopsia laser.

Se pueden estudiar las interacciones proteina-proteina y proteina-molécula pequefia haciendo contactar la matriz
compuesto-proteina con una mezcla de las moléculas de interés. En este caso, se usard un compuesto que no tenga un
enlace L escindible, o que tenga un enlace L que sea estable bajo las condiciones de MS MALDI-TOF. El subsiguiente
escaneo de la matriz con el espectrometro de masa demuestra qué proteinas hibridadas de la matriz de proteinas han
interactuado efectivamente con las mezclas de proteina o molécula pequefia de interés.

También es posible el andlisis usando la conocida metodologia de 2 hibridos, que se puede detectar por espec-
trometria de masa. Véanse, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. Nos. 5.512.473, 5.580.721, 5.580.736, 5.955.280,
5.695.941. Véase también Brent et al. (1996), Nucleic Acids Res. 241(17):3341-3347.

En las realizaciones anteriores, incluidas aquellas en las que Z contiene un enlace escindible, los compuestos
pueden contener una etiqueta modificadora de masa. En estas realizaciones, la etiqueta modificadora de masa se usa
para analizar las diferencias de estructura (por ejemplo, modificaciones de la cadena lateral tal como fosforilacién
o defosforilacién) y/o los niveles de expresion de biopolimeros, proteinas incluidas. En una realizacidn, se usan dos
compuestos (o dos conjuntos de compuestos que tienen restos B permutados idénticos), que difieren solamente por la
presencia o ausencia de una etiqueta modificadora de masa (o tienen dos etiquetas de masa con diferencias apropiadas
de masa). Un compuesto (o un conjunto de compuestos) se hace reaccionar con tejido “sano” y el o los compuestos
de masa modificada se hacen reaccionar con el tejido “enfermo”, bajo condiciones por lo demds idénticas. Se com-
binan y analizan las dos reacciones en un modo ddplex. Las diferencias de masa pondran de manifiesto las proteinas
con alteraciones estructurales o expresadas en cantidades diferentes en el tejido enfermo. Se pueden usar tres 0 mas
etiquetas modificadoras de masa en reacciones separadas, combindndolas para andlisis en multiplex para realizar un
seguimiento de las diferencias durante las diferentes etapas del desarrollo de la enfermedad (es decir, etiqueta modi-
ficadora de masa 1 en el tiempo 1, etiqueta modificadora de masa 2 en el tiempo 2, etc.) o, de forma alternativa, para
analizar diferentes secciones de tejido de un tejido enfermo, tal como una muestra tumoral.

En realizaciones adicionales, se puede lograr la selectividad en la reaccién de los compuestos propuestos en esta
invencién con una mezcla de biopolimeros, incluidas proteinas, llevando a cabo las reacciones bajo control cinético
y retirando partes alicuotas a diferentes intervalos de tiempo. De manera alternativa, se pueden realizar diferentes
reacciones paralelas (todas diferentes en el resto B del grupo Q) y llevadas a cabo con diferentes relaciones estequio-
métricas o detenidas a diferentes intervalos de tiempo y analizadas por separado.

En realizaciones en las que los compuestos propuestos en esta invencidon poseen un grupo luminiscente o colori-
métrico, el conjugado inmovilizado de compuesto-biomolécula se puede visualizar sobre el soporte insoluble antes
del andlisis. La visualizacién del conjugado ofrece informacién sobre las zonas en que la hibridado el conjugado (por
ejemplo, para el subsiguiente andlisis de espectrometria de masa MALDI-TOF). En ciertas realizaciones, con reactivos
seleccionados, se puede determinar la cantidad de una proteina dada de experimentos separados (por ejemplo, sano
frente a enfermo, tiempo 1 frente a tiempo 2, etc.), usando tinciones que se pueden diferenciar por espectrometria.

En otra realizacion, los métodos se llevan a cabo etiquetando los biopolimeros que se deben analizar, incluidas, sin
limitaciones, las proteinas, con mas de uno - en una realizacién, con tres a cinco - de los compuestos propuestos en este
documento. Estos compuestos tendrian una funcionalidad disefiada para dianizar caracteristicas quimicas menores de
las biomoléculas, en lugar de una caracteristica macromolecular. Véase, por ejemplo, la Figura 8. Estas caracteristicas
quimicas menores incluyen, pero sin estar limitadas a ellas, NH,, SH, SS (después de retirar SH, se puede dianizar
SS, por ejemplo, con oro), y OH. En un ejemplo no limitante, el OH fenélico de tirosina se captura de forma selectiva
usando un diazocompuesto tal como una sal de aril-diazonio. En esta realizacion, la reaccién se puede llevar a cabo
en agua. Por ejemplo, se podria utilizar una sal funcionalizada de diazonio cuando la funcionalidad permite la captura
subsiguiente de un compuesto propuesto en esta invencidn, proporcionando de este modo una biomolécula marcada
con oligonucleétido. Una sal funcionalizada de diazonio de este tipo es:
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A continuacién, la molécula modificada con este reactivo se marca con un oligonucledtido que tiene un residuo
dieno. Los expertos en la técnica podrdn apreciar que, en estas realizaciones, se pueden utilizar muchas parejas de
reactivos ademds de diendéfilo/dieno. En el caso de diendfilo/dieno, la reaccion del diendfilo con dieno se puede llevar
a cabo en presencia de otros muchos grupos funcionales, incluidos los oligonucleétidos activados con N-hidroxisuc-
cinimido que reaccionan con un grupo NH,. De esta forma, estas dos reacciones especificas de marcado se pueden
efectuar de manera simultdnea (es decir, en una mezcla de reaccidn). Véase, por ejemplo, la Figura 11.

Subsiguientemente, las biomoléculas multi-etiquetadas se hibridan sobre una matriz de oligonucle6tidos antisenti-
do; en una realizacién, un chip que contiene una matriz de oligonucledtidos antisentido. En general, la especificidad
de la hibridacién aumenta usando compuestos de la invencién en los que Z es un dendrimero. Véase, por ejemplo,
la Figura 9. En una realizacion, Z es una estructura dendritica que contiene hasta aproximadamente 6 ramas. En esta
realizacion, los métodos propuestos en este documento permiten la separacion entre biomoléculas marcadas con, por
ejemplo, cinco oligo-etiquetas, en las que cuatro son similares y una es diferente. Véase, por ejemplo, la Figura 10.

En realizaciones en las que los compuestos utilizados en los métodos proporcionados en esta invencién son inso-
lubles o escasamente solubles en agua o soluciones tampdn acuosas, se agregan disolventes orgdnicos a las soluciones
tamp6n para mejorar la solubilidad. En una realizacidn, la relacién solucién tampdn:disolvente orgdnico es tal que
no se produce la desnaturalizacién de la biomolécula. En otra realizacion, los disolventes orgdnicos usados incluyen,
sin limitaciones, acetonitrilo, formamida y piridina. En otra realizacioén, la relacién de solucién tampén:disolvente
orgdnico es de aproximadamente 4:1. Para determinar si se necesita un disolvente organico, se mide la velocidad de
reaccion de los compuestos de la invencién con una amina hidrosoluble tal como 5’aminotimidina. Por ejemplo, la
siguiente reaccidn se efectia en una variedad de mezclas disolventes, bien conocida por los expertos en la técnica para
determinar las condiciones 6ptimas para el subsiguiente etiquetado y andlisis biomoleculares:

2. Andlisis de Fenotipo

Las matrices permiten un enfoque integral de arriba abajo del andlisis del proteoma y otras biomoléculas. Como se
ha sefialado, las matrices y los métodos de uso proporcionan una forma imparcial de analizar biomoléculas, dado que
los métodos no necesariamente evaltian clases especificas de dianas, sino que, mds bien, detectan o identifican cambios
en las muestras. Los cambios identificados incluyen variaciones estructurales que estdn relacionadas con las secuencias
principales y las modificaciones, incluidas las modificaciones post-traduccionales. Ademas, puesto que los compuestos
de captura pueden incluir una funcién de solubilidad, se les puede disefiar para reacciones bajo condiciones hidréfobas,
permitiendo asi el andlisis de moléculas unidas a membrana y asociadas a membrana, en especial, proteinas.
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Los problemas del andlisis del proteoma surgen de la variacién genética que no estd relacionada con un fenotipo
diana, variacion del proteoma debido a diferencias tales como sexo, edad, estado metabdlico, las mezclas complejas
de células en los tejidos diana, y variaciones del estado del ciclo celular. De esta forma, para identificar o detectar
cambios, por ejemplo, relacionados con una enfermedad, entre los componentes biomoleculares de tejidos y células,
puede ser importante la homogeneidad de la muestra. Para proporcionar homogeneidad, se comparan células con
diferentes fenotipos, tales como enfermas frente a sanas, del mismo individuo. Como consecuencia, las diferencias en
los patrones de las biomoléculas se pueden atribuir a diferencias en el fenotipo y no a diferencias entre individuos. Por
lo tanto, se pueden obtener muestras de un solo individuo, y se separan células con diferentes fenotipos, por ejemplo,
sanas frente a enfermas o que responden frente a las que no lo hacen. Adicionalmente, las células se pueden sincronizar
o congelar en un estado metabdlico para reducir ain mds las diferencias de fondo.

De este modo, se pueden usar matrices para identificar proteinas especificas para un fenotipo, o modificaciones de
las mismas u otras biomoléculas especificas para el fenotipo y sus patrones. Esto se puede lograr comparando mues-
tras de biomoléculas de células o tejidos con un fenotipo, con las células equivalentes de muestras de biomoléculas de
células o tejidos con otro fenotipo. Se comparan los fenotipos en células del mismo individuo y tipo celular. En parti-
cular, se comparan células primarias, cultivos de células primarias y/o células sincronizadas. Se pueden identificar los
patrones de unién de las biomoléculas de las células frente a los miembros del compuesto de captura de la coleccién,
usdndolos como una firma o perfil de un estado patoldgico o sano, u otros fenotipos. Se puede identificar la biomo-
Iécula unida particular, tal como una proteina, y también se pueden identificar proteinas y nuevas marcas asociadas
a una enfermedad, tales como proteinas especiales o estructuras de las mismas. El Ejemplo 6 ofrece un ejemplo de
realizacion en el que las células se separan. Véase también la Figura 19.

Los fenotipos de comparacién incluyen, pero no estan limitados a ellos:

1) Muestras de células o tejidos enfermos frente a sanos para identificar proteinas u otras biomoléculas asociadas
con la enfermedad, o que son marcas de una enfermedad;

2) Muestras de pacientes que responden a un medicamento y que no lo hacen (es decir, 20-30% de pacientes con
melanoma maligno responden al a-interferdn, y otros no lo hacen), para identificar las biomoléculas indicativas de
respuesta;

3) Muestras de células o tejidos con un perfil de toxicidad a medicamentos o condiciones ambientales, para iden-
tificar las biomoléculas asociadas con la respuesta o un marcador de la respuesta; y

4) Muestras de células o tejidos expuestos a cualquier condicion o que exhiben cualquier fenotipo, con el fin de
identificar biomoléculas, tales como proteinas, asociadas con la respuesta o fenotipo, o que son marcadoras de ello.

Por lo general, las muestras para cada fenotipo se obtienen del mismo organismo, por ejemplo, del mismo mami-
fero, de modo que las células son esencialmente comparables y cualquier variacién debe reflejar un cambio debido al
fenotipo y no al origen de las células. Las muestras se pueden obtener de células primarias (o tejidos). En todos los
casos, las muestras se pueden obtener del mismo individuo, ya sea antes de la exposicién o tratamiento, o de tejido
sano y no patolégico, al objeto de permitir la identificacién de biomoléculas asociadas con el fenotipo.

Las células se pueden separar por cualquier método apropiado que permita la identificaciéon de un fenotipo par-
ticular y, entonces, la separacion de las células basada en él. Se puede utilizar cualquier método de separacién tal
como, por ejemplo, sembrado, sembrado negativo (en el que se capturan células no deseadas y las células deseadas se
mantienen en el sobrenadante), en el que se recuperan células vivas. Estos métodos incluyen, pero no estin limitados
a ellos:

1) Citometria de flujo;
2) Captura especifica;

3) Sembrado negativo, en el que se capturan las células no deseadas y las células diana permanecen en el sobrena-
dante, y se recuperan células vivas para el andlisis; y

4) Microdiseccién por Captura con Laser (LCM) (Arcturus, Inc. Mountain View, CA).

De este modo, los criterios de separacion incluyen, sin limitaciones, potencial de membrana, flujo iénico, actividad
enzimdtica, marcadores de la superficie celular, marcadores de enfermedad, y otros criterios de este tipo que permiten
la separacion de células de un individuo basada en el fenotipo.

a) Ejemplos de Métodos de Separacion

Microdiseccion por Captura con Laser (LCM) Arcturus, Inc. Mountain View, CA): utiliza una plataforma de mi-
croscopio combinada con un l4ser IR de baja energia para activar una pelicula de captura plastica sobre las células
de interés seleccionadas. A continuacidn, las células se levantan suavemente del tejido circundante. Este método im-
pide que las células micro-diseccionadas o el tejido circundante absorban la radiacién laser, con lo que se garantiza
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la integridad del ARN, ADN Yy las proteinas preparadas a partir de las muestras micro-diseccionadas para el andlisis
posterior.

2) Citometria de flujo para separacion

La citometria de flujo es un método, semejante a la microscopia fluorescente, en el que las mediciones se efectian
sobre particulas (células) en suspension liquida, que fluyen de forma individual a través de un rayo laser enfocado, a
una velocidad de hasta varios miles de particulas por segundo. Se mide la luz dispersada y la fluorescencia emitida
por las particulas (células), se filtra, se digitaliza y se envia a un ordenador para su andlisis. Tipicamente, la citometria
de flujo mide la unién de una sonda marcada con fluorocromo a las células, y la comparacion de la fluorescencia
resultante con respecto a la fluorescencia de base de células no tefiidas. Las células se pueden separar usando una
version de la citometria de flujo, la separacién por flujo, en la que las particulas (células) se separan y recuperan de
una suspension, basdndose en propiedades medidas en el flujo. Las células que se recuperan a través de la separacién
de flujo son viables y se pueden recolectar bajo condiciones de esterilidad. Tipicamente, se recuperan subpoblaciones
puras por encima de 99,5% (véanse las Figuras 19a 'y 19b).

La citometria de flujo permite distinguir las células usando diversos pardmetros, que incluyen caracteristicas fi-
sicas y/o quimicas asociadas con las células o propiedades de reactivos o sondas asociados a las células, en donde
cualquiera de ellos se mide por sensores instrumentales. Separacion: Para la identificacién y clasificacion primarias de
las poblaciones celulares se usan las dispersiones hacia adelante y laterales de células vivas con respecto a las muer-
tas. Los pardmetros de dispersion se usan para excluir los desechos, las células muertas y los agregados no deseados.
En una muestra de sangre periférica o de médula ésea, se pueden definir las poblaciones de linfocitos, monocitos y
granulocitos, clasificandolas y analizdndolas por separado, basandose en la dispersion hacia adelante y lateral. Las
células recuperadas por separacion de flujo son viables y pueden ser recogidas bajo condiciones de esterilidad. Las
subpoblaciones recuperadas puras estan tipicamente por encima de 99,5%.

Los experimentos de separacién celular frecuentes comprenden a menudo ensayos de inmunofluorescencia, es
decir, tincidn de células con anticuerpos conjugados con tinciones fluorescentes para la deteccion de antigenos. Ade-
mads, la separacion se puede llevar a cabo usando construcciones de GFR-informador para aislar poblaciones puras de
células que expresan un gen/construccién determinado.

a. Fluorescencia

La medicion del pardmetro fluorescente permite la investigacion de estructuras y funciones celulares basada en la
tincién directa, reacciones con sondas marcadas con fluorocromo (por ejemplo, anticuerpos), o la expresion de protei-
nas fluorescentes. Las sefiales de fluorescencia se pueden medir como parametros Gnicos y multiples, correspondientes
a diferentes longitudes de onda de excitacion ldser y emision de fluorescencia. Cuando se utilizan simultdneamente
diferentes fluorocromos, puede producirse un derrame de sefiales entre los canales de fluorescencia. Esto se corrige
mediante la compensacién. Determinadas combinaciones de fluorocromos no pueden ser usadas simultdneamente; los
expertos en la técnica pueden identificar tales combinaciones.

b. Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia implica la tincién de células con anticuerpos conjugados a tinciones fluorescentes tales
como FITC (fluoresceina), PE (ficoeritrina), APC (aloficocianina) y conjugados en tidndem basados en PE (R670,
CyChrome y otros). Los antigenos de la superficie celular son las dianas habituales de este ensayo, pero los anticuerpos
pueden estar dirigidos también contra antigenos o citoquinas del citoplasma.

La tincién de ADN se utiliza principalmente para trazar el perfil del ciclo celular, 0 como método para medir la
apoptosis. El yoduro de propidio (PI), la tincién de ADN mads frecuentemente usada, no puede penetrar en las células
vivas y se le puede usar, por lo tanto, en ensayos de viabilidad. Para los ensayos de ciclo celular o de apoptosis con
empleo de PI, las células se deben fijar previamente para que tenga lugar la tincién (véase el protocolo). La cantidad
relativa de tinciéon PI-ADN corresponde a la proporcién de células en fases GO/G1, S y G2/M, en donde cantidades
menores de tincién indican células apoptdsicas/necrdticas. La tincion con PI se puede llevar a cabo simultdneamente
con ciertos fluorocromos tales como FITC y GFP en ensayos para la caracterizacién adicional de la apoptosis o la
expresion de genes.

La Expresion de Genes y la Transfeccién se pueden medir de manera indirecta usando un gen informador en
la construccién. Se pueden usar construcciones de tipo Proteina Verde Fluorescente (EGFP, proteinas fluorescen-
tes rojas y azules) y S-galactosidasa, por ejemplo, para cuantificar las poblaciones de las células que expresan el
gen/construccién. En la actualidad, hay disponibles mutantes de GFP que pueden ser excitados a frecuencias comu-
nes, pero emiten fluorescencia a diferentes longitudes de onda. Esto permite la medicién de la co-transfeccion, asi
como la deteccién simultdnea de la expresion de genes y anticuerpos. Se deben incluir controles negativos (de fon-
do) apropiados para los experimentos en los que intervienen construcciones de tipo GFP. Los controles incluyen, por
ejemplo, el mismo tipo de célula, usando el inserto génico menos la construccion de tipo GFP.
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3) Estudios Metabdlicos y otros estudios

La anexina-V se puede marcar con diversos fluorocromos para identificar células en estadios tempranos de apop-
tosis. CFSE se une a las membranas celulares y se distribuye uniformemente cuando se dividen las células. Se puede
contar el nimero de divisiones que sufren las células en un periodo de tiempo. Se puede usar CFSE junto con cier-
tos fluorocromos para inmunofluorescencia. Se puede medir el flujo de calcio usando marcadores Indo-1. Esto se
puede combinar con la tincién inmunofluorescente. Es posible efectuar ensayos de conjugacion intercelular usando
combinaciones de tinciones tales como calceina o hidroetidina.

b) Sincronizacion de ciclos celulares

Una vez obtenidas las células separadas pueden ser cultivadas y se pueden sincronizar o congelar en un estado
metabdlico determinado. Se refuerza asi la capacidad para identificar biomoléculas especificas del fenotipo. Estas
células se pueden separar por los métodos anteriores, incluida la citometria de flujo. Adicionalmente, las células en
el mismo ciclo celular, le mismo estado metabdlico u otro estado sincronizado se pueden separar en grupos, usando
citometria de flujo (véase la Figura 19C).

Los ciclos celulares se pueden sincronizar o congelar por una variedad de métodos que incluyen, sin limitaciones,
quelacion celular de iones criticos por ejemplo, por la retirada de magnesio, cinc, manganeso, cobalto y/u otros iones
que llevan a cabo funciones especificas, mediante EDTA u otros quelantes (véanse, por ejemplo, los EJEMPLOS).
Otros métodos incluyen controlar distintas vias metabdlicas o bioquimicas. La Figura 18 muestra ejemplos de pun-
tos de regulacién de mecanismos de control metabdlico para la sincronizacién o “congelacién” celular. EI Control
Metabélico para sincronizar células incluye, sin limitaciones, los siguientes procedimientos:

1) Control de la expresion génica;
2) Regulacion de reacciones enzimaéticas;

3) Control negativo: inhibicién de retroalimentacion o regresién del producto final y la induccién de enzimas son
mecanismos de control negativo que conducen a un descenso de la transcripcion de proteinas;

4) Control positivo: la represion catabodlica se considera una forma de control positivo, porque determina un incre-
mento de la transcripcion de proteinas;

5) Control de traduccién de proteinas individuales:

a) Los oligonucledtidos que hibridan con el sitio 5° del casquete inhiben la sintesis de proteinas mediante la
inhibicidén de la interaccion inicial entre el ARNm y la subunidad 40S de los ribosomas;

b) los oligonucledtidos que hibridan con la UTR 5’ hasta el codén de inicio de la traduccidn, éste incluido,
inhiben el barrido de la subunidad 40S (o 30S), o ensamblaje del ribosoma completo (80S para sistemas
eucaridticos o 70S para sistemas bacterianos);

6) Control de la modificacién post-traduccional;

7) Control de enzimas alostéricas, en donde el sitio activo se une al sustrato de la enzima y lo convierte en un
producto. El sitio alostérico estd ocupado por alguna molécula pequefia que no es un sustrato. Si la proteina es una
enzima, cuando el sitio alostérico estd ocupado, la enzima es inactiva, es decir, la molécula efectora reduce la activi-
dad de la enzima. Algunas enzimas alostéricas de componentes multiples tienen varios sitios ocupados por diversas
moléculas efectoras que modulan la actividad sobre una serie de condiciones.

3. Andlisis de proteinas de baja abundancia

Importantes marcadores y dianas asociados con enfermedades podrian ser proteinas de baja abundancia, que po-
drian escapar a la deteccién por espectrometria de masa. Para asegurar la deteccion, se puede llevar a cabo un primer
experimento de expresion de un compuesto de captura. La matriz resultante de proteinas capturadas se hace reaccionar
con una tincién no selectiva, tal como una tincién fluorescente, que destacard o hara visibles mas proteinas en la matriz.
La tincién puede proporcionar una estimacion semi-cuantitativa de la cantidad de una proteina. Se puede determinar
la cantidad de diferentes proteinas detectadas por la tincién y comparar, a continuacién, el nimero detectado por el
andlisis de espectrometria de masa. Si se detectan mds proteinas usando la tincién, se pueden repetir los experimen-
tos usando un nimero inicial de células mas alto, de modo que se puedan detectar las proteinas de baja abundancia,
identificdndolas por el andlisis de espectrometria de masa.

Por ejemplo, las proteinas de mantenimiento tales como actina y otras semejantes se encuentran presentes en gran
abundancia y pueden enmascarar las proteinas de baja abundancia. Los compuestos de captura u otros compuestos
de purificacién, disefiados para capturar o eliminar las proteinas o biomoléculas de gran abundancia de una mezcla,
llevan a cabo esta accion antes de usar la recoleccidn para evaluar los componentes de una mezcla. Una vez retiradas
las proteinas de gran abundancia, las de baja abundancia alcanzan una concentracién efectivamente mayor y pueden ser
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detectadas. Por lo tanto, estos métodos tienen dos fases: una primera etapa para capturar los componentes abundantes
de las mezclas de biomoléculas, tales como las actinas. Por ejemplo, se puede hacer contactar un lisado celular con
moléculas de captura que incluyan un grupo de reactividad tal como una biotina u otra funcién de reactividad general
asociada con un grupo de separacion para eliminar dichas proteinas abundantes, y utilizar, entonces, una coleccién
adecuada de compuestos de captura para identificar los compuestos de menor abundancia que permanecen en el lisado.

Asimismo, tal como se ha sefialado anteriormente, se pueden disefiar compuestos de captura, por ejemplo, por una
seleccion apropiada de W, para que interactien con organelas intactas antes de degradarlas en células que han sido
sometidas a un lisado suave o a un tratamiento semejante que permita el acceso a las organelas y a las membranas
internas. A continuacién, se pueden degradas las organelas capturadas, por ejemplo sobre una membrana artificial que
pude ser incluida, tal como una bicapa lipidica o recubrimiento micelar, para capturar las proteinas de la organela
y otras biomoléculas en un ambiente que conserva su estructura tridimensional. Se pueden analizar estas proteinas
capturadas. Esto permite que los compuestos de captura interactiien con las proteinas y otras biomoléculas capturadas
en su estructura terciaria nativa.

4. Monitorizacion de la conformacion de proteinas como indicador de enfermedades

Las matrices y/o loci de las mismas se pueden utilizar para detectar o distinguir conférmeros especificos de pro-
tefnas. Asi, por ejemplo, si una conformacion particular de una proteina se asocia con una enfermedad (o estado
saludable), las matrices o los loci miembros de las mismas pueden detectar un conférmero o distinguir conférmeros
sobre la base de un patrén de fijacion a los compuestos de captura en una recoleccioén. De este modo, las matrices
y/o sus miembros se pueden utilizar para detectar enfermedades por proteinas de conformacién alterada (o enferme-
dades por agregacion de proteinas), en las que la proteina o polipéptido asociado con la enfermedad muestra una
conformacién asociada con la enfermedad. Los métodos y matrices propuestos en este documento permiten detectar
un conférmero asociado con una enfermedad que debe ser detectada. Estas enfermedades incluyen, sin limitaciones,
enfermedades amiloides y enfermedades neurodegenerativas. Otras enfermedades y proteinas asociadas que exhiben
dos o mudltiples conformaciones diferentes en las que al menos una conformacién se asocia con una enfermedad, se
exponen en la tabla siguiente:

TABLA
Enfermedad Proteina insoluble
Enfermedad de Alzheimer APP, AB, o1-anti-quimiotripsina, tau, componente no-
A, presenelina 1, presenelina 2, apoE
Enfermedades por priones, incluida, Prp®e
sin  limitaciones, enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, “scrapie” (en
ovejas), encefalopatia espongiforme
bovina
Esclerosis lateral amiotrofica (ELA) Superoxido dismutasa (SOD) y neurofilamento
Enfermedad de Pick Cuerpo de Pick
Enfermedad de Parkinson a~-sinucleina en cuerpos de Lewis
Demencia fronto-temporal Tau en fibrilias
Diabetes Tipo i Amilina
Mieloma mudltiple Cadena lgGL
Discrasias de células plasmaticas
Polineuropatia amiloidética familiar Transtiretina
Carcinoma medular del tiroides Procalcitonina
Insuficiencia renal cronica Bo-microglobuiina
Insuficiencia cardiaca congestiva Factor natriurético auricular
Amiloidosis Cardiaca Senil y sistémica | Transtiretina
Inflamacion cronica Amiloide A sérico
Aterosclerosis ApoAl
Amiloidosis familiar Gelsolina
Enfermedad de Huntington Huntington
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Las matrices se pueden poner en contacto con una mezcla de los conférmeros y se pueden identificar los miembros
que se fijan o retienen cada forma, asociando de este modo un patrén con cada conférmero. De manera alternativa, se
pueden identificar los que se unen a un solo conférmero, tal como el conférmero asociado con una enfermedad, y se
pueden usar sub-colecciones de una o miltiples matrices de este tipo como reactivo diagndstico para la enfermedad.

5. Identificacion de moléculas pequerias e investigacion de la interaccion biomolécula-biomolécula

Las biomoléculas tales como proteinas se separan usando una interaccién covalente o no covalente con compuestos
de captura inmovilizados. Entonces, se pueden usar matrices unidas a las biomoléculas, tales como los procedentes
de lisados celulares, para rastrear bibliotecas u otras mezclas de candidatos a medicamento, o para rastrear, adicional-
mente, mezclas de biomoléculas para determinar lo que se une a las biomoléculas fijadas.

Los complejos de biomolécula de captura-biomolécula o los complejos de biomolécula-candidato a medicamento
se pueden analizar para identificar las vias bioquimicas e identificar, asimismo, dianas para el candidato a medicamen-
to.

Por ejemplo, se exponen interacciones proteina-proteina o proteina-biomolécula a compuestos de ensayo, tipica-
mente moléculas pequefias que incluyen moléculas pequefias organicas, péptidos, péptido-miméticos, moléculas anti-
sentido o ARNdSs, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, anticuerpos recombinantes y sintéticos y sus fragmentos, y
otros compuestos de este tipo que pueden actuar como candidatos a medicamento o compuestos guia. Las moléculas
pequeiias fijadas se identifican por espectrometria de masa u otros métodos analiticos.

F. Sistemas

En realizaciones adicionales, los compuestos y los métodos descritos en este documento han sido disefiados para
ser situados en un sistema integrado que estandariza y automatiza las siguientes etapas de procedimientos:

e Aislamiento de biomoléculas de una fuente bioldgica, incluido el aislamiento de proteinas de lisados celu-
lares (lisis, digestién enzimatica, precipitacion lavado);

¢ Opcionalmente, retirada del material de bajo peso molecular;

¢ Opcionalmente, determinacién de partes alicuotas de la mezcla de biomoléculas, tal como una mezcla de
proteinas;

e Reaccién de la mezcla de biomoléculas, tal como una mezcla de proteinas, con compuestos de diferente
reactividad quimica (X) y diversidad de secuencias (B) que se proponen en la invencién; esta etapa se puede
llevar a cabo en paralelo, usando partes alicuotas de la mezcla de biomoléculas;

e Opcionalmente, retirada del exceso de compuesto;

e Hibridacién del conjugado compuesto-biomolécula tal como un conjugado de compuesto-proteina, a oli-
gonucleotidos o andlogos de oligonucledtidos de cadena sencilla que son complementarios al resto Q del
compuesto; los oligonucleétidos o andlogos de oligonucleétidos de cadena sencilla se presentan, opcional-
mente, en formato de matriz y estdn inmovilizados, opcionalmente, en un soporte insoluble;

e Opcionalmente, subsiguiente tratamiento quimico o enzimdtico de la matriz de proteinas;

o Andlisis de la matriz de biomoléculas, que incluye, sin limitaciones, las etapas de (i) depdsito de la matriz,
y (ii) espectrometria de masa MALDI-TOF paso a paso, usando un espectrémetro de masa matricial (con
o sin estandar interno, por ejemplo, en un chip, de peso molecular para calibracién y cuantificacion).

El sistema incluye las colecciones propuestas en este documento, opcionalmente, matrices de estas colecciones,
software de control de los procedimientos de preparaciéon de muestras y andlisis instrumental, y para el andlisis de
los datos resultantes, e instrumentacion, tal como un espectrémetro de masa, para el andlisis de las biomoléculas.
El sistema incluye otros dispositivos tales como instrumentos de cromatografia liquida, de modo que la mezcla
de proteinas se separa al menos de forma parcial. El eluyente se recoge en una serie continua de partes alicuotas
en, por ejemplo, placas de microtitulacién, y cada parte alicuota se hace reaccionar con un compuesto de captura
propuesto.

En reacciones miiltiplex, las partes alicuotas en cada pocillo pueden reaccionar simultdneamente con uno o multi-
ples de los compuestos propuestos en este documento que, por ejemplo, difieren en X (es decir, funcionalidad especifi-
ca para amino, tiol, lectina), en donde cada uno de ellos tiene un resto de selectividad Y especifico y diferenciador, y en
el grupo Q. La cromatografia se puede llevar a cabo en medio acuoso u orgdnico. Las mezclas de reaccion resultantes
se combinan y analizan directamente. Alternativamente, se efectian reacciones secundarias subsiguientes o estudios
de interaccién molecular antes del andlisis, incluidos andlisis de espectrometria de masa.
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Los sistemas propuestos en la invencién pueden contener una linea de ensamblaje, tales como robots pipeteadores
en las etapas xy y mddulos de suministro de reactivos/lavado, unidos con un dispositivo central de separacién y un
espectrometro de masa terminal para el andlisis e interpretacion de datos. Los sistemas pueden estar programados para
llevar a cabo etapas del procedimiento (véase, por ejemplo, Fig. 2), por ejemplo:

)

2)

3)

4)

5)

0)

7

8)

Cultivos celulares (o muestras de tejido) que se aportan en placas de microtitulacion (MTPs) con 1, 2, ...im
pocillos. A cada pocillo se agregan soluciones para la lisis celular, liberando asi las proteinas. En algunas
realizaciones, se incluyen etapas apropiadas de lavado, asi como la adicién de enzimas para digerir dcidos
nucleicos y otros componentes no proteicos. En realizaciones adicionales, en lugar de MTPs regulares, se
usan MTPs con placas de filtro en el fondo de los pocillos. Los desechos celulares se eliminan por filtracion
o centrifugacion. Se agrega una solucién de acondicionamiento para el proceso de separacidon adecuado y
se carga por separado el material de cada pocillo en el dispositivo de separacion.

La separacién utiliza diferentes principios de separacidn tales como carga, tamafio molecular, adsorcion,
intercambio de iones y principios de exclusién molecular. Dependiendo del tamafio de la muestra, se usan
dimensiones apropiadas tales como cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) con célula de micro-
boro. En ciertas realizaciones, se utiliza un proceso de flujo continuo y se extraen partes alicuotas continuas
del efluente en MTP 1, 2, ... n.

Reaccion con Reactivos del Proteoma. A su vez, cada MTP se transfiere a una Estacion de Reactivo del
Proteoma que contiene 1, 2, ...m reactivos que difieren tinicamente en la parte de secuencia de oligonucle6-
tidos (es decir, Q) y/o en la naturaleza quimica de la funcionalidad que reacciona con las proteinas (es decir,
X). Si hay mas de una MTP procedente de una muestra de tejido, se afiade entonces reactivo 1 al mismo
pocillo de las correspondientes MTPs 1, 2, ... n, es decir, en el pocillo Al, reactivo 2 en el pocillo A2, etc.
En las realizaciones en las que las MTPs tienen 96 pocillos (i = 1-96), se suministran 96 Reactivos del
Proteoma diferentes (s decir, 96 compuestos propuestos en la invenciéon, m = 1-96) a través de 96 boquillas
diferentes desde la Estacién de Reactivos del Proteoma, para evitar la contaminacién cruzada.

Combinacién: Se desactiva el exceso de Reactivo del Proteoma, se combinan partes alicuotas de cada
pocillo, pertenecientes a una y misma muestra de tejido, y el material restante se almacena bajo condiciones
que conserven intacta la estructura (y, si es necesario, la conformacién) de las proteinas, actuando asi como
MTPs Maestras para experimentos subsiguientes.

Se elimina el exceso de Reactivo del Proteoma en la muestra combinada, usando, por ejemplo, el sistema
biotina/estreptavidina con perlas magnéticas y, seguidamente, se concentra el sobrenadante y se le acondi-
ciona para la hibridacién.

Transferencia a un Chip de Oligonucleétidos. Después de la etapa de lavado para eliminar el material no
hibridado y otros materiales de bajo peso molecular, se agrega una matriz. De forma alternativa, antes de
la adicién de la matriz, se efectia una digestién con, por ejemplo tripsina y/o quimotripsina. Después de
eliminar por lavado la enzima y los productos de digestion, se agrega la matriz.

Transferencia del chip al espectrémetro de masa. En una realizacién, se lleva a cabo una espectrometria de
masa MALDI-TOF. También se pueden aplicar otras configuraciones de espectrometria de masa adecuadas
para el andlisis de proteinas. El espectrémetro de masa tiene una etapa xy y rastrea, de este modo, cada
posicion para su andlisis. El Reactivo del Proteoma se puede disefiar de manera que la mayor parte del
reactivo (incluida la parte que hibrida con la matriz del chip de oligonucleétidos) se escinda antes o durante
la espectrometria de masa y sea detectada, por tanto, en la zona de bajo peso molecular del espectro, estando
bien separada del péptido (en caso de digestion enzimdtica) o de las sefiales de peso molecular de la proteina
en el espectro de masa.

Por ultimo, se pueden procesar las sefiales de peso molecular para reducir el ruido, sustraer el fondo y otras
etapas de este tipo. Los datos obtenidos se pueden archivar e interpretar. Los valores de peso molecular de
las proteinas (o de los péptidos obtenidos tras la digestién enzimdtica) se asocian con la informacién de las
secuencias de ADN humano y la informacién sobre la secuencia derivada de proteina, procedente de las
regiones codificadoras de la protefna. La interaccién con las bases de datos disponibles revelara si las pro-
tefnas y sus funciones son ya conocidas. Si la funcién es desconocida, la proteina se puede expresar a partir
de la secuencia conocida de ADN a escala suficiente, usando métodos convencionales, para determinar su
funcién y subsiguiente localizacién en una via bioquimica, donde desempefia su funcién metabdlica en un
individuo sano, o en la via patoldgica para un individuo enfermo.

Dado que las placas maestras que contienen partes alicuotas de las diferentes proteinas dentro de una muestra
determinada de tejido se conservan y estan disponibles, se pueden llevar a cabo experimentos subsiguientes de una
forma ahora preseleccionada, por ejemplo, las proteinas se expresan en la superficie del chip para los estudios de
interaccion proteina-proteina (biomolécula) para la validacién de dianas y/o para estudiar la interaccidn con bibliotecas
combinatorias para la seleccién de candidatos a medicamento.
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G. Bioinformdtica

Los datos brutos generados del andlisis de espectrometria de masa de compuesto-especies de proteinas se procesan
por sustraccion del fondo, reduccién del ruido, calibracién de peso molecular y refinamiento de picos (por ejemplo,
integracioén de picos). Los valores de peso molecular de las proteinas escindidas o de los productos de digestion se
interpretan y comparan con bases de datos existentes de proteifnas, para determinar si la proteina en cuestién es cono-
ciday, en caso afirmativo, qué modificaciones presenta (glicosilada o no glicosilada, fosforilada o no fosforilada, etc.).
Se componen, comparan e interpretan los diferentes conjuntos de experimentos correspondientes a un conjunto de
compuestos. Por ejemplo, un conjunto de experimentos utiliza un conjunto de compuestos con un resto X y diferentes
restos Q. Este grupo de experimentos proporciona datos para una parte del proteoma, puesto que no todas las proteinas
del proteoma reaccionaran con un resto X determinado. La superposicion de los datos de este grupo de experimentos
con los de otros conjuntos de ensayos, con diferentes restos X, ofrece datos para el proteoma completo.

Se investigan grupos de experimentos que comparan tejidos de individuos sanos y enfermos, o de diferentes eta-
pas fisioldgicas o de desarrollo (por ejemplo, progresién tumoral, dependencia de tratamientos farmacolégicos para
controlar los resultados de una terapia, inmunorrespuestas a infecciones virales o bacterianas), o diferentes zonas del
tejido (por ejemplo, de un tumor), y los datos finales se archivan.

Los ejemplos siguientes se incluyen tnicamente con fines de ilustracién y no pretenden limitar el alcance de la
invencion.

Ejemplo 1
Ejemplos para N',,-B;-N?,

a. N' y N? son tetrdmeros idénticos, B es un trimero

N' =N m=n=4,i=3, B =64 permutaciones de secuencia
GTGC ATG GTGC
AAG
ACG
AGG
TTG
CTG
GTG

b. N' y N? son tetrdmeros no idénticos, B es un tetrdmero

N'= N2 m=n =4, i=4, B =256 permutaciones de secuencia
GTCC ATCG CTAC
AACG
ACCG
AGCG

LEE R
vams

GGGG
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c. N! es un heptdmero, N* es un octdmero, B es un octdmero

N'sN2 m=7,N=8,1=8, b=65.536 permutaciones de secuencia

GCTGCCC  ATTCGTAC GCCTGCCC

N' 8 N?

Ejemplo 2
Separacion de proteinas en una matriz de ADN

Proteina N'm-Bi-N%-(S")-M(R'),(S?)p-L-X, en la que B es un trimero:
m=n=4,i=3,t=b =1; las secuencias subrayadas con N’ y N?

CIGC ATG GTGC - S, - M(R™),- S, - L - X - Proteina 1
—CACG TAC CACG

CTGC AAG GTGC - S, - M(R™), - S, - L - X - Proteina 2
—CACG TTC CACG

CTGC ACG GIGC - S, - M(R™), - S, - L - X - Proteina 3
—CACG TGC CACG

CTGC GGG GTGC - S, - M(R™), - S, - L ~ X - Proteina 64
—CACG CCC CACG

M My Ty My S T Ty S ey ey ey Yy e S

Ejemplo 3
Sintesis de matrices basadas en vidrio

Q-Z-X
|
Y

Se silanizan portaobjetos de vidrio segtin protocolos convencionales, usando trimetoxiaminopropilsilano. La car-
ga superficial se reforz6 activando, en primer lugar, los portaobjetos con fenilen-diisocianato seguid por el trata-
miento con el dendrimero PAMAM de 4* generacion (poliamidoamina) (64 grupos amino) (véase, por ejemplo,
http://www.dendritech.com/pamam.html). Seguidamente, los portaobjetos se acopla con un enlazador anfifilo de 18
atomos usando la quimica de fosforamidita. Los portaobjetos derivatizados se sometieron, entonces, a un método de
sintesis de enmascaramiento para producir diferentes parches usando fosforamiditas triplicadoras (véase la Figura 4).
De forma alternativa, las fosforamiditas se aplican para crear un gradiente continuo en cada dimensién del portaobjetos
de vidrio. Las caracteristicas que se pueden variar usando esta sintesis de enmascaramiento o gradiente incluyen, sin
limitaciones, hidrofobia/hidrofilia y carga positiva/negativa.
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Ejemplo 4

. Preparacion de mezclas de proteinas a partir de células o a través de la traduccion de proteinas de células o tejidos
preparados de una biblioteca de ADNc

Las mezclas de proteinas se pueden dividir selectivamente en las técnicas de separacion fisicas o bioquimicas.

1. Preparacion de combinaciones de proteinas de complejidad limitada usando cultivo celular o tejido

Las proteinas se aislan de cultivos celulares o tejidos, de acuerdo con métodos bien conocidos por los expertos
en la técnica. Las proteinas aisladas se purifican usando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica (por
ejemplo, TPAE, precipitacion diferencial de proteinas (precipitacion por sales, pH y polimeros i6nicos), cristalizacién
diferencial de proteinas y fraccionamiento a granel, electroforesis (PAGE, enfoque isoeléctrico, capilar) y cromatogra-
fia (inmunoafinidad, HPLC, LC)). Se recogen fracciones de columnas individuales que contienen mezclas de proteinas
de complejidad limitada para su uso como antigenos.

2. Preparacion de combinaciones de proteinas de complejidad limitada usando bibliotecas de expresion de ADNc
(Figura 13)

a. Aislamiento de ARN
1. Aislamiento de ARN Total

Células o tejidos cultivados se homogeneizan en una solucién desnaturalizante que contiene tiocianato de guani-
dina 4M. El homogeneizado se mezcla secuencialmente con acetato sédico 2M (pH 4), fenol y, por dltimo, clorofor-
mo/alcohol isoamilico o bromocloropropano. La mezcla resultante se centrifuga, dando una fase acuosa superior que
contiene el ARNm total. Tras la precipitacion de isopropanol, el granulado de ARN se disuelve en solucién desnatu-
ralizante (que contiene tiocianato de guanidina 4M), se precipita con isopropanol y se lava con etanol al 75%.

ii. Aislamiento de ARN Citoplasmdtico

Las células se lavan con solucién salina fisiolégica-tampoén fosfato helada y se conserva en hielo para las sub-
siguientes manipulaciones. El granulado de células cosechadas se resuspende en una solucién tampén de lisis que
contiene el detergente no i6nico Nonidet P-40. La lisis de las membranas plasmadticas se produce de forma casi in-
mediata. Se retiran los niicleos intactos con un breve ciclo de microcentrifugacion, y se agrega dodecilsulfato sédico
al sobrenadante citoplasmatico para desnaturalizar la proteina. La proteina se digiere con proteasa y se retira por
extracciones con fenol/cloroformo y cloroformo. Por precipitacién con etanol se recupera el ARN citoplasmadtico.

b. Purificacion de ARNm

El ARN mensajero se purifica a partir de la preparacién de ARN total o citoplasmético usando procedimientos
convencionales. El ARN Poli(A)* se puede separar del ARN total por unién con oligo(dT) a la cola Poli(A) del ARNm.
El ARN total se desnaturaliza para exponer las colas de Poli(A) (poliadeniladas). A continuacién, el ARN que contiene
Poli(A) se fija a perlas magnéticas recubiertas con oligo(dT) y se destila a partir del ARN total o citoplasmadtico por
fuerzas magnéticas. La poblacién de ARNm se puede enriquecer adicionalmente para obtener moléculas de longitud
completa a través de la seleccion de especies de ARNm que contienen un casquete 5°.

c. Sintesis de ADNc

Se pueden usar diferentes tipos de cebadores para sintetizar bibliotecas de ADNc que contienen longitud completa
o el extremo 5’ a partir del ARNm aislado.
L. Cebador oligo(dT), que generard ADNc para todas las especies de ARNm (Figura 14)

En la Figura 14 se ofrece un ejemplo de la produccién de una biblioteca de ADNc cebada con oligo(dT) adaptada.
II. Oligonucledtidos degenerados, especificos para el motivo funcional de proteinas; estos cebadores generardn un
nvmero limitado de genes pertenecientes a la misma familia de proteinas o de proteinas relacionadas funcionalimente
(Figura 15)

Un ejemplo de la produccién de una biblioteca de ADNc especifica para el motivo de secuencia adaptada se ofrece

en la Figura 15.
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III. Los oligonucledtidos especificos para genes producirdn ADNc sélo para una especie particular de ARNm (Figura
16)

Los oligonucledtidos utilizados para la producciéon de ADNc pueden contener secuencias adicionales, 1) secuencias
especificas de etiquetado de proteinas para una purificacion mas sencilla de las proteinas recombinantes (6X HIS,
Figura 7), 2) sitios de enzimas de restriccidn, 3) extremo 5’ modificado para la purificaciéon de ADNc o con fines de
construccién de ADN (Figura 17).

La conversion de ARNm es ADNc de doble cadena para la insercién en un vector se lleva a cabo en dos partes.
En primer lugar, se copia por transcriptasa inversa el ARNm intacto, hibridado con un cebador oligonucleétido, y los
productos se aislan por extraccion con fenol y precipitacioén en etanol. El ARN en el hibrido ARN-ADN se retira con
RNAsa H a medida que 1la ADN polimerasa I de E. coli rellena las separaciones. Los fragmentos de la segunda cadena
producidos de este modo se ligan mediante ADN ligasa de E. coli. Se completa la sintesis de la segunda cadena, se
degrada el ARN residual y el ADNCc se torna romo con RNAsa H, RNAsa A, ADN polimerasa T4 y ADN ligasa de E.
coli.

d. Ligadura del adaptador

Las moléculas adaptadoras pueden ligarse a los dos extremos del ADNc de extremos romos, o s6lo a un extremo de
ADNTCc. La ligadura del adaptador dirigido al sitio puede lograrse mediante el uso de oligonucleétidos 5° modificados
(por ejemplo, biotinilados, aminados) durante la sintesis de ADNc, que impide la ligadura del adaptador al extremo
3’ del ADNc. Las moléculas de ADNCc resultantes contienen una biblioteca de ADNc de extremo 5° compuesta por
una regién 5’ no traducida, el codén de inicio de la traduccion AUG, que codifica una metionina, seguido de la regién
codificadora del gen o de los genes. Las moléculas de ADNCc estdn flanqueadas por una secuencia conocida de ADN
en sus extremos 5’ y 3’ (Figuras 14, 15y 16).

e. Amplificacion de ADNc

Se pueden sintetizar cebadores de PCR para las secuencias 5° y 3’ conocidas o las secuencias internas conocidas,
usédndolos en la amplificacién de la biblioteca completa o de subpoblaciones especificas de ADNc, usando un cebador
de amplificacién 5 o 3’ extendido, en combinacién con el cebador localizado en el sitio opuesto de las moléculas de
ADNCc (Figura 18).

f. Disefio de cebador para la amplificacion de subpoblaciones de genes

Los cebadores de subpoblaciones contienen dos porciones (Figura 19). La parte 5° del cebador es complementaria
para la secuencia de una secuencia conocida, que se extiende con su extremo 3’ hacia una secuencia desconocida de
ADNCc. Dado que cada nucleétido en la parte ADNc de la biblioteca puede tener un residuo adenosina, citidina, guano-
sina o timidina, existen 4 posibilidades diferentes de nucleétidos para cada posicion de nucleétido. Se pueden sintetizar
cuatro cebadores de amplificacion diferentes, en donde cada uno contiene la misma secuencia conocida y se extiende
por un nucleédtido hacia la zona de ADNc de la biblioteca. Los 4 cebadores difieren solamente en su nucleétido 3’ ex-
tremo, que es A, C, G o T. Si se supone que cada nucleétido (A, C, G, T) estd igualmente representado en un tramo de
ADN, cada uno de los 4 cebadores de amplificacién amplificard una cuarta parte de los genes totales representados en la
biblioteca de ADNc. Extendiendo adicionalmente la secuencia del cebador de amplificacion y aumentando el nimero
de cebadores de amplificacidn, es posible reducir atin mas la complejidad de los productos de amplificacién. La exten-
sién de la secuencia en 2 nucledtidos requiere la sintesis de 16 cebadores diferentes, reduciendo la complejidad en 16
veces; 3 nucledtidos requieren 64 cebadores diferentes, y la extension de nucleétidos requiere n* cebadores diferentes.

g. Amplificacion por PCR

La amplificacién por PCR comprende mezclar ADN de molde, dos cebadores oligonucleétidos apropiados (ceba-
dores de extremos 5’ y 3’ situados en las secuencias conocidas afiadidas en orientacién complementaria), Taq u otras
ADN polimerasas termoestables, trifosfatos de desoxirribonucledsido (ANTPs), y una solucién tampén. Los productos
de PCR se analizan después de ciclar sobre geles de ADN o por el andlisis en ABI 377, usando el software de andlisis
genescan. Estos métodos de andlisis permiten determinar la complejidad del combinado de ADNc amplificado.

h. Produccion de una biblioteca de expresion de proteina

Cada subpoblacién amplificada de biblioteca de ADNc se clona 5’ a 3’ en un sistema de expresion de proteina
bacteriano (E. coli, etc.) o eucaridtico (Baculovirus, levadura, mamifero). Se introduce el gen con su propia sefial de
inicio de la traduccién y una etiqueta 6x His en los 3 marcos. Por ejemplo: el ADNc se restringe con dos enzimas de
restriccion de corte diferentes (BgIII extremo 5’ y Notl de extremo 3’) y se clona en la orientacion 5° a 3’ en el vector
de transferencia de Baculovirus pVL1393, bajo control directo del promotor polihedra.
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i. Expresion de la proteina

Se co-transfectan ADN linealizado d Baculovirus y ADN recombinante del vector de transferencia en células sus-
ceptibles de insecto SF9 con fosfato célcico. Para la co-transfeccion, se preparan 10 ug de ADN plasmidico purificado.
Se prepara un stock recombinante inicial y las células SF9 se infectan para la produccién de proteina recombinante.

j- Purificacion de la proteina

Las proteinas recombinantes expresadas contienen una etiqueta de afinidad (el ejemplo es una etiqueta 6XHis). Se
purifican sobre agarosa Ni-NTA. Se obtienen, habitualmente, alrededor de 1 a 2 mg de proteina de fusién recombinante
6xHis por litro de cultivo de células de insecto.

II. Generacion de anticuerpos por inmunizacion de diferentes animales con mezclas de proteinas individuales
3. Preparacion de Anticuerpos reactivos de captura de proteinas

Una preparacién de proteina purificada, traducida de una combinacién de ADNc, se inyecta por via intramuscular,
intradérmica o subcutdnea, en presencia de adyuvante en un animal de la especie seleccionada (conejo). Se inician
las inmunizaciones de recuerdo 4 a 8 semanas después de la primera inmunizacidn, y se continda a intervalos de 2-3
semanas. El antisuero policlonal se purifica usando métodos convencionales conocidos por los expertos en la técnica.

Los lotes de anticuerpos purificados se pueden usar directamente como reactivos de captura de proteinas sin mo-
dificacion. En este caso, los lotes de anticuerpo de diferentes animales deben mantenerse separados (cada lote es un
reactivo de captura).

III. Las proteinas de anticuerpo se aislan y conjugan con secuencias de dcido nucleico correspondientes a la prepa-
racion original de antigeno, resultantes en reactivos de captura de anticuerpos

Generacién de moléculas bifuncionales de captura/separacion para la separacion de la mezcla compleja de protei-
nas en una fase sélida.

El dominio Cy? glicosilado de los anticuerpos policlonales se conjuga con oligonucledtidos modificados en 5°,
usando métodos de conjugacion convencionales. La molécula resultante tiene un resto de captura de proteina (anti-
cuerpo) y un resto de 4cido nucleico (oligonucleétido) (Figura 20).

Los lotes de anticuerpos tras la inmunizacién de un animal con una combinacién de proteinas de complejidad
reducida se conjugan con la secuencia de oligonucleétidos. Los anticuerpos producidos a partir de multiples episodios
de inmunizacién con diferentes combinaciones de proteinas se conjugan en un oligonucledtido con una secuencia
diferente (Figura 20).

4. Captura de proteinas diana usando la funcionalidad de reactividad y separacion por hibridacion de oligonucleoti-
dos

Se han desarrollado dos métodos diferentes para unir los oligonucleétidos a un soporte sélido: se les puede sinteti-
zar in situ, o pre-sintetizar y fijar al soporte. En cualquier caso, es posible utilizar los oligonucleétidos unidos al soporte
en una reaccion de hibridacién con oligonucleétidos en fase liquida para formar hibridos (diplex); a continuacion, se
puede eliminar por lavado el exceso de oligonucle6tidos.

El soporte puede adoptar la forma de particulas, por ejemplo, esferas de vidrio o perlas magnéticas. En este caso,
las reacciones se podrian llevar a cabo en tubos, o en los pocillos de una placa de microtitulacion. Los métodos para
sintetizar oligonucledtidos y para fijar oligonucledtidos pre-sintetizados a estos materiales son conocidos (véase, por
ejemplo, Stahl et al. (1988) Nucleic Acids Research 16(7):3025-3039).

a. Preparacion de un soporte solido funcionalizado con amina

Se sintetizan oligonucledtidos de una secuencia definida sobre un soporte de vidrio funcionalizado con amina. Se
unié una funcién amina a localizaciones discretas del portaobjetos de vidrio, usando una solucién de 700 ul de H,N
(CH,); Si(OCH,CHj3;); en 10 ml de etanol al 95% a temperatura ambiente durante 3 horas. El soporte tratado se lava
una vez con metanol y, luego, una vez con éter etilico. El soporte se secé a temperatura ambiente y se cocid luego a
110°C durante 15 horas. Se le lavé entonces con agua, metanol y agua, y se sec por ultimo.

El portaobjetos de vidrio se hizo reaccionar durante 30 min a temperatura ambiente con 250 mg (1 milimol) de
anhidrido ftalico en presencia de 2 ml de piridina anhidra y 61 mg de 4-dimetil-aminopiridina.
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El producto se enjuagé con dicloruro de metileno, alcohol etilico y éter, y se secé. Los productos en el portaobjetos
se hicieron reaccionar con 330 mg de diciclohexilcarbodiimida (DCC)= durante 30 min a temperatura ambiente. Se
decanté la solucidn y se sustituyd con una solucién de 117 mg de 6-amino-1-hexanol en 2 ml de dicloruro de metileno,
y se dej6 a temperatura ambiente durante aproximadamente 8 horas.

b. Sintesis de oligonucledtidos en un soporte solido

El soporte sélido funcionalizado con amina se prepar$ para la sintesis de oligonucleétidos por tratamiento con
400 mg de anhidrido succinico y 224 mg de 4-dimetil aminopiridina en 3 ml de piridina anhidra, durante 18 horas a
temperatura ambiente. El soporte sdlido fue tratado con 2 ml de DMF, que contuvo 3 milimoles (330 mg) de DCC
y 3 milimoles (420 mg) de p-nitrofenol a temperatura ambiente durante la noche. Se lavé el portaobjetos con DMF,
CH;CN, CH,Cl, y éter etilico. Se hizo reaccionar una solucién de 2 milimoles (234 mg) de H,N(CH,)sOH en 2 ml de
DMEF con el portaobjetos durante la noche. El producto de esta reaccién fue un soporte -O(CH,);NHCO(CH,),CONH
(CH,)sCH,OH. El portaobjetos se lavé con DMF, CH,CN, metanol y éter etilico.

El éster funcionalizado resultante de la preparacion del soporte de vidrio se uso para la sintesis de una secuencia de
oligonucleétidos. Cada residuo nucleésido se agregé en forma de fosforamidita, segiin el procedimiento de Caruthers
et al. (Patente de EE.UU. No. 4.415.732).

5. Andlisis de proteina de las proteinas capturadas y comparacion con la muestra compleja de proteinas

Los lotes purificados de anticuerpo puedenl) unirse directamente a una superficie sélida, e incubarlos con muestras
de proteina, 2) ser incubados con las muestras y, subsiguientemente, unirse a un soporte sélido sin utilizar la molécula
bifuncional de captura, 3) se puede usar la molécula bifuncional de captura para capturar su correspondiente proteina
en una muestra y, subsiguientemente, separar las proteinas capturadas por hibridacién especifica de nucleétidos (Figura
21).

IV. Los reactivos de captura de oligonucleotidos antisentido se inmovilizan en localizaciones discretas y conocidas en
una superficie sélida para crear en ensayo de captura de anticuerpo

Se sintetizan oligonucledtidos 5’-aminados usando la quimica de fosforamidatos y se unen a ésteres N-oxisucci-
nimida. Las secuencias de oligonucleétidos fijadas son complementarias a los oligonucleétidos de separacién de las
moléculas bifuncionales de anticuerpo (Figura 20). Se capturan proteinas a través de la hibridacion de acidos nucleicos
de sus oligonucledtidos separados a la secuencia complementaria unida al oligonucleétido de la superficie sdlida.

V. Los reactivos de captura de anticuerpos se agregan a la mezcla total de proteinas (etapa de reactividad). Seguida-
mente, se agrega la mezcla de reaccion a la matriz de superficie solida bajo condiciones que permiten la hibridacion
de oligonucledtidos (etapa de separacion)

7. Captura y separacion de reactivo bifuncional/proteina

Los anticuerpos bifuncionales se incuban con la muestra de proteina bajo condiciones que permiten que los anti-
cuerpos se unan a su correspondiente antigeno. La molécula bifuncional del anticuerpo con la proteina capturada se
agrega a la matriz de captura preparada del oligonucleé6tido. Bajo condiciones convencionales de hibridaciéon de ADN,
que no desnaturalizan la unién antigeno-anticuerpo, el anticuerpo bifuncional hibridara con su resto de dcido nucleico
en el oligonucledtido complementario.
VI. La proteina de captura se identifica usando espectrometria de masa MALDI

8. Andlisis de las proteinas de captura

Las proteinas unidas se analizaran usando métodos convencionales de andlisis de proteinas tales como Espectro-
metria de Masa.

Dado que las modificaciones resultardn evidentes para los expertos en la técnica, se pretende que la presente
invencién esté limitada inicamente por el alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Una matriz de gradiente para capturar biomoléculas, que comprende:
una matriz bidimensional de compuestos de captura que comprenden restos X e Y; y
una superficie que contiene loci para presentar los compuestos de captura que contienen los restos X e Y, en donde:

la superficie comprende un soporte sélido con los compuestos sobre el mismo, en loci dispuestos en una matriz
bidimensional;

la superficie comprende al menos 10 compuestos de captura diferentes, en donde en cada locus estdn situados
compuestos diferentes;

los restos X se seleccionan independientemente para fijarse de forma covalente a las cadenas laterales de aminoa-
cidos de las proteinas;

cada resto Y modula una o mds de las propiedades de afinidad, estéricas y electrénicas de X, aumentando de este
modo la selectividad de la unién por medio de X, de manera que X se une a menos proteinas cuando el resto de
selectividad Y estd presente que en su ausencia;

a lo largo de cada fila de loci (eje X) en la matriz, se altera una propiedad seleccionada de X en cada locus, que se
selecciona entre hidrofobia, lipofilia, carga, tamafio o especificidad del compuesto de captura en cada locus, de manera
predeterminada a lo largo de la fila para proporcionar un gradiente de la propiedad;

alo largo de cada columna de loci (eje Y) en la matriz, se altera una propiedad de Y en cada locus, que se selecciona
entre hidrofobia, carga, tamafio, especificidad, de manera predeterminada a lo largo del eje Y para proporcionar un
gradiente de la propiedad;

para cada matriz, la propiedad en el eje X que se altera no es la misma que la propiedad que se altera en el eje
Y, de manera que la matriz presenta un gradiente bidimensional de dos o més de las propiedades, y presenta loci con
diferentes afinidades para las biomoléculas.

2. La matriz de gradiente de la reivindicacién 1, en la que los compuestos a lo largo del eje X comprenden un grupo
azobenceno, y se crea un gradiente de hidrofilia por el aumento de exposicién a la luz.

3. La matriz de gradiente de la reivindicacién 1, en la que los compuestos a lo largo del eje Y comprenden un
compuesto azobenceno, y se crea un gradiente de hidrofilia por el aumento de exposicién a la luz.

4. La matriz de gradiente de la reivindicacidn 1, en la que los compuestos a lo largo del eje X comprenden un grupo
cargado, y se crea un gradiente de carga por el aumento de exposicion a la corriente.

5. La matriz de gradiente de la reivindicacién 1, en la que los compuestos a lo largo del eje Y comprenden un grupo
cargado, y se crea un gradiente de carga por el aumento de exposicién a la corriente.

6. La matriz de gradiente de la reivindicacion 1, en la que la propiedad de los compuestos que se varia a lo largo
del eje X es especificidad para un grupo NH,, SH, SS u OH.

7. La matriz de gradiente de la reivindicacion 1, en la que la propiedad de los compuestos que se varia a lo largo
del eje Y es especificidad para un grupo NH,, SH, SS u OH.

8. La matriz de gradiente de la reivindicacion 1, en la que X es un a-halo éter, un grupo a-halo carbonilo, ma-
leimido, un complejo metélico, un epéxido, un isotiocianato, o un anticuerpo contra péptidos/proteinas fosforilados o
glicosilados.

9. La matriz de gradiente de la reivindicacién 1, en la que X es -C(=0)O-Ph-pNO,, -C(=0)O-C¢Fs, -C(=0)-O-(N-
succinimidilo), -OCH,-I, -OCH,-Br, -OCH,-Cl, -C(O)CH,I, -C(O)CH,Br o -C(O)CH,Cl.

10. La matriz de gradiente de la reivindicacion 1, en la que los loci o los restos X o Y en cada locus comprenden
una etiqueta modificadora de la masa.

11. Un método para analizar biomoléculas, que comprende:

a) poner en contacto una composicién que comprende una biomolécula con una matriz de cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 10 para formar complejos de biomoléculas con los restos X y/o Y en loci de la matriz; y

b) identificar o detectar las biomoléculas unidas.
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FIG. 20

DOV ILIODI99DLLILLYIIDINDD~,

DOYLDOI99ALLLLLYIITIDDD~,

SOYLIDIIDDLLLILLYDIDI9DD~,

00 L YD090 IV TE L9993
SOYLIDIDO9LILLLYDID099 - &

DOYLIDI9DDLLLLLYIDDIDDD -,

2DIVEOLIOVLOILLIODLLILOONY - &

D2IVYWIIOVIIOLLIDOLLILIONT~ »

OV LLOYIIYIVYIDIVIYIION
DOLYYIOLOVIDLLIIOLLLLIOE -«

92IYYIOLOVIOLIOODLLLIIIE -,

92LYYILOYILIOLLIOOLILIOONY -,

Superficie sdlida

S

0

65

Regidn oligo 2

Regiodn oligo 1



ES 2319634 T3

$31UlIPUOCSII0D
sessenw
seiedwod A jezieuy

3

sa)uaIpuodss1i02
oueuawa|duios obijo uod seJjsenw
EPIOS 9B} 8.q0S Jesedss Jeredwon A sezieuy

i2 "Old

opiial »
3p sesjsenw ap
seu|ajoid Jebaiby E

3 )

iezieue Jezijeue

$8[BUOIIUNYIG SB|NJJIOW Bimdes 3p
ap s9)0| sajualayp opueZaWw — SEeUIB}0.1d
eINIdED 3P OAORS) Jeiedald - +
.U‘ opllal
sodJandiue 9p 3ol e ap seJisenul ap
JopeJsedas obio el 4 seusjo.d Jebaiby
b ugroonpord eplos 352)
leuoioun;iq e sodisnonue wv
uoiseledagseinides UGIOBUIGUIOS Jetly

sodiaronue
JEDIIINg

{ oleuoo seziunwiyj

S —————————

SOdJ@NSHUR 8p UGIDONPO.d

v -
-

seuigjoud s91UBDEBIONY
uoo Jeqnou| §01S9NJWOD UOT Jeqnauj
s0jsanduwod EplQS ssej
seli4 e seujajoud Jefi4
P —
sojsanduwion ap osljsey
t‘

sepedyLINd $8IUBUIGIOS) SBUISI0ID 8D SBUDIDBUIGUIOD

66



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

