ES 2318 266 T3

. @ Numero de publicacién: 2 318 266
OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS GD int. Cl.:
GO1N 33/68 (2006.01)
ESPANA GO1N 33/58 (2006.01)
CO7K 5/00 (2006.01)
CO7K 7/00 (2006.01)
A61P 9/00 (2006.01)

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 04702645 .5
Fecha de presentacién : 16.01.2004

Numero de publicacion de la solicitud: 1588173
Fecha de publicacion de la solicitud: 26.10.2005

Titulo: Busqueda de afinidad para ligandos y receptores de proteinas.

Prioridad: 16.01.2003 US 346737 @ Titular/es: Novo Nordisk A/S
19.05.2003 DK 2003 00749 Novo Allé
2880 Bagsverd, DK

Fecha de publicacion de la mencion BOPI: @ Inventor/es: Hilaire, St., Phaedria, Marie;
01.05.2009 Yin, Haifeng;

Surve, Sheryl y

Wenckens, Martin

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Tomas Gil, Tesifonte Enrique
01.05.2009

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 318 266 T3

DESCRIPCION

Busqueda de afinidad para ligandos y receptores de proteinas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de protedmica y quimica combinatoria en combinacién para proporcionar
herramientas y métodos potentes para identificar ligandos y sus dianas de proteina correspondientes, por ejemplo para
el proceso de descubrimiento de farmacos, en particular a métodos que proveen nuevas dianas de farmacos y que
conducen a estructuras de compuestos simultineas.

Antecedentes de la invencion

El reconocimiento y unién de ligandos a receptores es un proceso fundamental que provee la arquitectura molecular
de la mayoria de fendmenos biolégicos, incluyendo el reconocimiento inmunolégico, sefializacion celular, catélisis,
metastasis, e invasion patégena de unas células del huésped. Consecuentemente, ha habido un impetu impulsor, tanto
en la investigacion bésica como aplicada, para identificar y caracterizar receptores y ligandos correspondientes con el
intento de dilucidar rutas bioldgicas y para desarrollar una terapéutica para la mejora de varios estados de enfermedad.

Esta interaccién selectiva entre una proteina particular y un ligando es el principio basico del proceso de descu-
brimiento de farmacos. Generalmente, la bisqueda de tales pares de receptor/ligando ha sido realizada de una manera
secuencial de manera que la involucracién de una proteina en una enfermedad particular sea determinada en primer
lugar desde un punto de vista genémico/protedémico (desactivacion de genes, andlisis de secuencias de genes, proted-
mica). Una vez identificada una proteina de interés y validada como una diana de farmaco, se pueden identificar los
ligandos adecuados usando el disefio de farmaco racional, la seleccién de producto natural, o la seleccién de biblio-
tecas de ligandos putativos. De forma alternativa, una proteina particular puede ser purificada de una mezcla después
de que un ligando particular conocido por unirse a esta familia de proteinas sea identificado. Véase, por ejemplo, las
patentes US 5,834,318, y 5,783,663, y solicitud de patente PCT publicada 9838329A1.

WO 00/63694 se refiere a un método para seleccion de un proteoma para proteinas que se asocian con una bibliote-
ca combinatoria. En particular, los métodos implican preparar una biblioteca combinatoria inmovilizada, tal como un
conjunto paralelo, y contactar dicha biblioteca con un proteoma, eluir las proteinas unidas y caracterizar las proteinas
eluidas.

WO 00/63701 se refiere a un microarray (micromatriz) de polipéptidos en un soporte sélido para el uso en la
deteccién y cuantificacion de ligandos inmovilizados en un formato miniaturizado.

En el contexto de interacciones de ligando-receptor en la industria farmacéutica, tales enfoques secuenciales no son
ideales. El disefio de ligandos para dianas de farmacos derivadas solamente del andlisis y comparacién de un genoma
o proteoma del organismo puede no lograr conseguir un efecto de farmaco deseado porque la diana seleccionada no
es “susceptible de convertirse en farmaco”. La diana puede demostrar ser inadecuada para el uso como un farmaco
terapéutico debido a falta de especificidad, toxicidad, y similares. Enfoques tradicionales para la seleccion de farmacos
han sido probados relativamente eficaces, pero consumen mucho tiempo y son ineficientes. Ademds, se da una peque-
fla consideracion a la toxicidad potencial del medicamento durante las fases iniciales de seleccidn tradicional. Estas
ineficiencias llevan a fallos en la prueba clinica posterior, al igual que a un tiempo y coste de desarrollo innecesario.
En consecuencia, los enfoques para corresponder con interacciones de ligando-receptor en una fase temprana en el
programa de descubrimiento de formacos son altamente ventajosos. La invencion descrita aqui consigue este objetivo
haciendo corresponder rapidamente las proteinas desconocidas con los ligandos desconocidos, asi preseleccionando el
nimero de dianas de fAirmacos potenciales y su optimizacién de fairmaco putativo en un tinico proceso. Esta invencion,
ademads, proporciona informacién sobre la especificidad, reactividad cruzada, toxicidad potencial y otras caracteris-
ticas del farmaco conducen al igual que los datos relativos a posibles terapias de combinacién. Por ejemplo, a partir
de las correspondencias proteina-ligando resulta inmediatamente evidente si un ligando interactda con mas de una
proteina, y si una de las proteinas es de importancia vital para el funcionamiento de la célula (efecto de toxicidad
potencial). También serd evidente si diferentes ligandos interactian con una proteina tnica, aumentando asi el nimero
de optimizaciones de fairmacos potenciales y posibilita la terapia combinatoria.

Un enfoque alternativo para identificar ligandos y receptores cuando se desconoce la naturaleza precisa del ligando
y diana ha sido descrito por algunos investigadores mediante la expresion en el fago. Los péptidos de superficie de
expresion en el fago se dirigen a receptores especificos en particular érganos cuando se aplican en un sistema in vivo
(véase, por ejemplo, patentes U.S. 5,622,699 y 6, 306,365). El fago es luego recuperado del 6rgano, el péptido iden-
tificado, y el receptor posteriormente aislado e identificado mediante la cromatografia de afinidad. Este enfoque esta
ampliamente limitado a bibliotecas de ligandos peptidicos que consisten en los 20 aminodcidos codificados genética-
mente, y no pueden aprovecharse de aminodcidos sintéticos ttiles o molécula pequefia diversa que pueden modular la
funcién biolégica. Ademds, puesto que el direccionamiento se desarrolla in vivo, tendra lugar la protedlisis de algunos
ligandos peptidicos por proteasas adventicias, reduciendo asi el niimero de ligandos putativos, y por lo tanto puede ser
identificado el nimero de dianas. Ademads, es también esencial para el fago que sea endocitado por la célula en vez de
dirigirse a proteinas citosélicas. El uso primario del proceso de exposicidn en serie es identificar péptidos que pueden
utilizarse para entregar farmacos a células especificas, 6rganos, y tejidos.
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En una alternativa para mostrar bibliotecas péptidas en el fago, las bibliotecas peptidicas pueden también ser gene-
radas en células mamiferas usando vectores retroviricos (véase por ejemplo, solicitud de patente PCT publicada WO
09638553 de Inoxell, patente US 6,153,390 de Rigel, y patentes relacionadas). Bibliotecas de moléculas destructoras
(péptidos, ARN moléculas/ribozimas, o ADNc) son generadas en lineas celulares que actiian como modelo de una
enfermedad o ruta celular. Después de la aplicacion de presion selectiva e induccion del fenotipo deseado, la(s) mo-
1écula(s) efectoras responsables son identificadas, y la(s) diana(s) celular(es) correspondiente(s) pueden ser aisladas
y caracterizadas mediante la cromatografia de afinidad. Este enfoque estd otra vez restringido a oligémeros de origen
natural. Ademads, consume tiempo para desarrollar la célula modelo de enfermedad apropiada. Ademas, el péptido esta
expresado en un andamiaje de proteina dificultando extrapolarse a un pequefio farmaco de péptidos/moléculas.

La presente invencion se beneficia del progreso hecho en el campo de la proteémica. Para dltimas revisiones
que tratan sobre el estado de esta técnica véase Peng et Al., 2001, J. Masa Spectrom., 36, 1083-1091; y Yarmush
et Al., 2002, Annu. Rev. Biomed Eng., 4, 349-373. En protedmica, las proteinas de una célula son normalmente
separadas por electroforesis en gel en 2- dimensiones (2-D) y caracterizadas por una combinacién de digestiones
enziméticas y espectrometria de masas (MS). Cuando se usan para identificar proteinas que son importantes de forma
potencial en un estado de enfermedad, por ejemplo, geles 2-D que muestran proteinas obtenidas a partir de estados
normales y anormales son comparados y las diferencias en la expresion de proteinas son identificadas. Las proteinas
obtenidas de muestras normales y anormales pueden ser diferencialmente marcadas (ver por ejemplo, Unlu et al.,
1997, Electrophoresis, 18, 2071-2077; y Gygi et al., 1999, Nat. Biotechnol., 17, 994-999). Las proteinas marcadas
diferencialmente pueden ser separadas en un tnico gel 2-D antes de la digestion triptica y la identificacién por MS de
las proteinas cambiadas como se describe, por ejemplo, en Unlu et al., 1997, Supra. De forma alternativa, las proteinas
marcadas diferencialmente primero pueden ser digeridas enzimdticamente y los péptidos separados por cromatografia
en fase liquida antes del analisis por MS. Véase, por ejemplo, Gygi et al., 1999 Supra; y Washburn et al., 2001, Nat.
Biotechnol., 19, 242-247. El uso de geles bidimensionales para perfilar un proteoma del organismo no es simple y estd
lleno de problemas. El proceso entero de fundicién de geles y solubilizacién de proteinas para interpretar los modelos
de proteina obtenidos plantea numerosos desafios. Con mucha atencién al detalle, los laboratorios individuales pueden
reproducir modelos de proteinas 2-D; no obstante, en la practica, es raro que diferentes grupos obtengan el mismo
modelo 2-D, volviendo la comparacién de datos entre laboratorios dificil y la creacion de bases de datos compartidas
practicamente inditil, (véase Defrancesco, 1999, The Scientist, 13: 16). Ademas, el uso de geles 2-D limita el tamafio de
protefnas que pueden ser separadas. Es particularmente dificil aislar e identificar proteinas de la membrana y proteinas
poco abundantes mediante estas técnicas. El uso de sistemas sin gel reduce los problemas de tamafio y abundancia;
no obstante, en algunos casos, los procedimientos de marcado estdn limitados puesto que requieren la presencia de
aminodcidos particulares en una proteina, y el andlisis de los espectros de masa es dificil.

En una variacién en el perfil protedmico, las proteinas de una mezcla en bruto pueden ser capturadas en la super-
ficie de un chip, por ejemplo, un chip de 2 mm, soportando cualquier variedad de superficies de afinidad: anticuerpos,
receptores de proteinas conocidos, d4cidos nucleicos, carbohidratos, y similares. La(s) proteinas) que se une(n) con el
chip puede(n) después ser analizada(s) e identificada(s), por ejemplo, usando una tecnologia llamada espectrometria
de masas SELDI™ (desorcién/ionizacién de superficie mejorada por ldser). Véase por ejemplo, Davies ef al., 1999,
Biotechniques, 27, 1258-1261 y el sitio web (www): ciphergen.com. Para utilizar esta técnica, el compaiiero por enla-
ce inmovilizado debe primero ser sintetizado (péptido, carbohidrato, d4cido nucleico), aislado (receptor de proteina), o
generado (anticuerpo) antes de ser inmovilizado en la superficie. Adicionalmente, el procedimiento de inmovilizacién
no deberia afectar a la naturaleza y conformacién activa del ligando. Por tanto, puede hacerse un esfuerzo considera-
ble para optimizar la inmovilizacién para un conjunto particular de ligandos. Esta técnica estd también afectada por
interacciones de unién no especifica, en parte debidas a la desnaturalizacién de las proteinas en la mezcla en bruto en
la superficie del chip. Ademds, relativamente pocos compaiieros de unién pueden ser inmovilizados en un tnico chip.

En un intento de extender el perfil proteémico a un conjunto mas amplio de compuestos, una pequefia bibliote-
ca codificada soluble (seis compuestos) fue sintetizada y seleccionada con proteinas individuales en la fase soluble
(véase, por ejemplo, Winssinger et al., 2001, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 40, 3152-3155). Los elementos de la bi-
blioteca fueron laboriosamente codificados con una etiqueta de 4cido polinucleico (etiqueta de PNA) permitiendo que
los compafieros de unién fueran identificados por hibridacién a un microarray de ADN. Después de la identificacién
del ligando, la(s) proteina(s) de unién puede(n) ser purificada(s) por purificacion de afinidad después de la resintesis
del ligando identificado y fijacién a un soporte adecuado, y luego identificada(s) usando espectrometria de masas. En
este enfoque, la seleccidn inicial se desarrolla en solucién y estd sometida a muchos problemas bien conocidos. Por
ejemplo, puesto que las proteinas unidas a ligandos son separadas de proteinas sin ligandos usando cromatografia de
filtracién en gel, algunos ligandos se pierden, y sé6lo las interacciones de unién que son extremadamente ajustadas
con indices muy bajos (afinidades de unién altas) serdn detectadas. Ademads, algunas proteinas pueden interactuar con
la etiqueta de PNA de codificacién (completa o parcialmente) conduciendo a un par de unién positivo falso o impi-
diendo la hibridacién e identificacién de un par de unién positivo “verdadero”. Finalmente, una vez identificado(s)
un(os) ligando(s) activo(s), la proteina de unién es identificada usando cromatografia de afinidad convencional lo
que requiere resintesis e inmovilizacion del ligando a un soporte sélido, unién de la(s) proteina(s), y elucién de la(s)
proteinas(s) bajo las condiciones apropiadas, cada procedimiento afiadiendo tiempo e ineficiencia al proceso de selec-
cion.

La presente invencidén proporciona un proceso nuevo eficiente, y efectivo para identificar y hacer corresponder
ligandos y dianas de fairmaco putativas a una velocidad formidable (prestindose a la automatizaciéon) y con pocas
limitaciones en comparacién con los procesos conocidos.
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En la técnica anterior, se han descrito métodos para seleccionar conjuntos de materiales para compuestos bioacti-
vos. WO 00/63694 describe un método para identificar compuestos bioactivos mediante seleccién de una biblioteca
con sélo un proteoma, y posteriormente identificacién de proteinas asociadas a componentes de dicha biblioteca. La
biblioteca puede ser una biblioteca de oligdmeros naturales u oligémeros de compuestos tipo péptidos. La biblioteca
puede ser inmovilizada por ejemplo en perlas de sefarosa o de agarosa.

Resumen de la invencion

En el proceso de la presente invencidn, previamente desconocido, los pares de unién de ligando-proteina especifi-
cos son aislados e identificados de una mezcla de proteinas y una biblioteca de ligandos en virtud del enlace especifico,
aislamiento, e identificacion. Segin la invencién, una biblioteca de ligandos separados espacialmente, inmovilizados
en perlas de resina, es incubada con dos o mas mezclas de proteinas marcadas diferencialmente, tales como proteinas
que han sido aisladas de células, tejido, u organismos. La mezcla de proteinas son marcadas con una sonda de de-
teccién. Tras la incubacién de los ligandos inmovilizados con las mezclas de proteinas, los ligandos activos, es decir,
aquellos ligandos que se unen a la proteina, son aislados e identificados, por ejemplo, por espectroscopia de masas
o RMN, tal como RMN de alta resolucién, preferiblemente directamente del complejo de unién, por ejemplo, “en
perla”. La(s) proteina(s) unida(s) a ligando(s) activo(s) identificado(s) son identificada(s), preferiblemente del mismo
complejo de unién, por ejemplo, por espectroscopia de masas (obtencién de la huella genética de masa peptidica y
secuenciacion peptidica), u otros procesos conocidos. De forma alternativa, un ligando identificado activo puede uti-
lizarse para aislar su receptor de proteina de unidn especifico. El receptor de la proteina aislado es luego identificado,
por ejemplo, por espectrometria de masas, por la huella genética de la masa peptidica y secuenciacién peptidica) u
otros métodos ttiles conocidos por el experto en la materia.

Segin la invencién, una biblioteca de ligandos es incubada con dos o mds mezclas de proteinas marcadas dife-
rencialmente, por ejemplo, obtenidas de dos o mas fuentes de proteinas diferentes, tales como un conjunto normal de
proteinas obtenido de tejido normal y un conjunto anormal de proteinas obtenido de tejido enfermo. Los conjuntos de
proteina son preferiblemente mezclados, y luego incubados con una biblioteca de ligandos. Complejos de proteina-
ligando son aislados, por ejemplo, segiin las etiquetas de las proteinas especificas. Los ligandos que se unen selectiva
y/o diferencialmente con un conjunto de proteinas son identificados. La(s) proteina(s) que se une(n) a estos ligandos
selectivos puede(n) ser identificada(s) del mismo complejo de unién, por ejemplo, en una Unica perla de resina. De
forma alternativa, los ligandos identificados selectivos pueden utilizarse para aislar la(s) proteina(s) de unién corres-
pondiente(s) que son luego identificadas. Por lo tanto, los métodos pueden ser Utiles en la identificaciéon de ligandos
que se unen diferencialmente a dos mezclas de proteinas. Las proteinas que son diferencialmente expresadas en un
estado enfermo particular pueden ser dianas de farmacos ttiles y los métodos segin la invencién permiten asi por
ejemplo la identificacion de dianas de farmacos potenciales y ligandos de union para el tratamiento de una enfermedad
particular.

El proceso inventivo proporciona una identificacién rdpida y eficaz de elementos especificos de un par de unién
protefna-ligando previamente desconocido. El proceso puede ser facilmente automatizado, suministrando eficiencias
superiores. En la forma de realizacién mds preferida, las eficiencias son conseguidas realizando mdltiples fases del
proceso usando los mismos reactivos, por ejemplo, sintesis de la biblioteca de ligandos directamente sobre un so-
porte s6lido que es luego usado para incubar el ligando con la mezcla de proteinas; deteccién de los pares de unién
de proteina-ligando especificos mientras que son inmovilizados en el mismo soporte sélido, e identificacién de cada
ligando y proteina del mismo complejo de unién inmovilizado. La identificacién “en perla” permite identificar incluso
cantidades muy pequefias de ligando y/o proteina. Por consiguiente, el proceso de la invencién elimina transferencias,
transformaciones adicionales sintéticas, purificacion, y otras fases que reducen la eficiencia, y aparte impiden el des-
cubrimiento de interacciones de enlaces de ligandos. Usando el proceso de la invencidn, pares de unién de proteina-
ligando nuevos son eficazmente detectados e identificados, y proporcionados como optimizaciones y dianas de far-
maco. Una verificacion ulterior de la utilidad de las proteinas y de los ligandos como dianas de fdrmaco puede ser
obtenida, por ejemplo, por comparacion con dianas de farmacos y optimizaciones conocidos, por comparacion de un
genoma de organismo, por un andlisis de la funcién de las proteinas y probando los ligandos identificados en ensayos
bioldgicos.

Los ligandos pueden ser identificados por los métodos segiin la invencion al igual que los pares de unién de
proteina-ligando.

Breve descripcion de los dibujos

La invencién puede ser entendida de forma mas completa con referencia a la siguiente descripcion detallada de
varias formas de realizacion de la invencién y ejemplos de funcionamiento especificos en relacién con las Figuras
anexas, donde:

La Figura 1 es una representacién esquemadtica, que muestra una biblioteca de ligandos incubada con un unico
conjunto de proteinas para identificar pares de unién de proteina-ligando especificos.

La Figura 2 es una representacion esquematica de una forma de realizacién del proceso de la invencién, que
muestra una biblioteca de ligandos incubada con dos o0 mds conjuntos diferentes de proteinas para identificar pares de
unién proteina-ligando diferenciales especificos y selectivos.
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La Figura 3 demuestra la inhibicién de sintesis de ADN (hipertrofia cardiaca) por péptidos seleccionados identifi-
cados usando el proceso de esta invencion. Las columnas indican el promedio de induccidén de la sintesis de ADN en
miocitos cardiacos tratados con péptidos. El eje Y indica la cantidad de induccién (control basal =100%).

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones
Segtn se utilizan en este caso, las palabras siguientes estdn destinadas a tener las definiciones especificas:

Aminodcidos puede ser cualquier compuesto de origen natural o sintético, conteniendo un grupo amino y acido
carboxilico. Los aminoécidos de origen natural son identificados usando bien su c6digo de 1 o de 3 letras en toda la
descripcion. Los aminodcidos pueden por ejemplo ser bien D-aminoacidos o bien L-aminodcidos.

Sonda de afinidad se refiere a una sonda de deteccién que usa una interaccion de (afinidad) de unién como parte
del proceso de deteccion, por ejemplo biotina-avidina, antigeno-anticuerpo y similares.

Sonda de deteccion se refiere a un compuesto, generalmente una pequefia molécula, péptido o proteina, polinucles-
tido, y similares, que se usa para detectar una interaccién de la unidn, tal como la unién del ligando a la proteina. La
sonda de deteccion puede producir una sefial detectable, tal como color, fluorescencia, y similares, o puede reaccionar
con una sonda conocida, tal como una sonda de afinidad que proporciona la sefial de deteccién.

Inmovilizado como se utiliza en este caso, significa que una entidad molecular es fijada de manera covalente a un
soporte sélido.

Proteinas poco abundantes se refiere a proteinas presentes en cantidades bajas en una muestra de proteina para ser
enmascaradas por otras proteinas en métodos de deteccion tipicos, e incluyen, por ejemplo, factores de transcripcion,
proteinas quinasas, y fosfatasas.

Biblioteca se refiere a una coleccién de entidades moleculares obtenida después de una serie de una o mds trans-
formaciones sintéticas.

Ligando se refiere aqui a una molécula que se une a una macromulécula bioldégica, por ejemplo una proteina y
similares.

Enlazador se refiere aqui a una entidad molecular que puede utilizarse para unir un ligando a un soporte sélido.
En esta invencion son preferidas las entidades moleculares que pueden ser especificamente divididas. Ejemplos in-
cluyen 4cido 1abil (amida Rink), base 1dbil (HMBA), fotoldbil (2-nitrobencilo y 2 nitrovalerilo), otras entidades de
seccionamiento especifico (alilo, sililo, sulfonamida de unién segura), y similares.

Array paralelo se refiere a una coleccién de entidades moleculares en una biblioteca de ligandos generada por
sintesis paralela.

Peptidomimética se refiere a las moléculas no peptidicas que imitan las caracteristicas de unién de los péptidos.

Fotoproteina se refiere a una proteina que emite fluorescencia o quimioluminiscencia, por ejemplo proteina verde
flourescente (PVF) o luciferasa.

Par de union de ligando-proteina previamente desconocido se refiere a una proteina y ligando que se descubre
que estan unidos entre sf a través de la implementacion de este proceso especifico pero que la interacciéon de unién de
ligandos y proteinas no se conocia anteriormente.

Mezcla de proteinas se refiere a una solucién comprendiendo proteinas diferentes. Preferiblemente, la mezcla de
proteinas ha sido aislada de uno o mads tipos de células, por ejemplo de cultivos de células caracterizadas, células
especificas, células de un organismo o tejido entero, mezclas de células de tejido normal y/o enfermo, y similares. Los
términos son usados de forma intercambiable aqui.

Receptor de proteinas o receptor se refiere a una proteina que se une a un ligando, e incluye, por ejemplo, receptores
de superficie, enzimas tales como proteasas, proteinas quinasas, fosfatasas, y similares, factores de transcripcion,
cofactores, proteinas adaptadoras, proteinas estructurales, y similares.

Moléculas o compuestos pequeiios orgdnicos se refieren aqui a carbono no oligomérico que contiene compuestos
producidos por sintesis quimica y generalmente con un tamaiio inferior a 600 unidades de masa.

La presente invencién proporciona procesos para identificar la estructura de elementos previamente desconocidos
de pares de unién de ligandos y proteinas especificos. La invencién proporciona procesos que usan bibliotecas de
ligandos composicionalmente definidos, espacialmente separados, aun estructuralmente desconocidos para aislar re-
ceptores de proteina de mezclas de proteina en virtud de la afinidad de enlace especifico. En una forma de realizacion,
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usando el proceso y las herramientas de la invencidn, caracteristicos de proteinas especificas de procesos bioldgicos
y sus ligandos de enlace de adaptacion son simultdneamente identificados. En particular, la invencién proporciona un
proceso nuevo para identificar proteinas particulares como dianas de fairmacos potenciales junto con una optimizacién
de farmaco potencial correspondiente (ligando).

La presente invencion se refiere a un proceso para identificar elementos especificos de pares de unién de ligandos-
proteinas previamente desconocidos, que incluyen las etapas de:

(a) sintetizar una biblioteca de ligandos sobre perlas de resina para formar una biblioteca de ligandos inmovi-
lizada, donde cada perla de la biblioteca inmovilizada comprende un elemento de la biblioteca de ligandos;

(b) incubar la biblioteca de ligandos inmovilizada con dos o méds mezclas de proteinas diferencialmente mar-
cadas;

(c) detectar un par de unién de proteina-ligando inmovilizado de la mezcla de incubacion;
(d) identificar el ligando del par de unién de ligando especifico; y
(e) identificar la proteina del par de unién de proteina-ligando,

donde el ligando y la proteina identificados son elementos especificos de un par de unién de proteina-ligando diferen-
cial previamente desconocido.

Se prefiere, que la fase de deteccidon de un par de unién de proteina-ligando inmovilizado comprenda detectar
un ligando de la biblioteca que se une diferencialmente con las mezclas de proteina diferencialmente marcadas para
formar un par de unién de proteina-ligando diferencial. Esto permite la identificacién de ligandos por ejemplo que se
unen preferentemente a una mezcla de proteinas mejor que a otra mezcla de proteinas.

Como se utiliza en este caso, el término “ligando” se refiere a una molécula que se une a una proteina. En particular,
los ligandos son moléculas capaces de asociarse especificamente con una o mds proteinas, los elementos identificados
de un par de unién de proteina-ligando son ttiles como dianas de farmacos potenciales y optimizacién de compuestos.
Por ejemplo, la proteina de un par de unién a proteinas-ligandos identificado puede ser ttil como una diana de far-
maco, mientras que el ligando de un par de unién de proteina-ligando identificado puede ser ttil como un compuesto
farmacéutico o como una optimizacién de compuesto durante el desarrollo del farmaco. Ademds, los complejos de
ligando-proteina aislados e identificados por la invencion del proceso son también ttiles para ayudar a disefiar rutas
bioldgicas y para indicar funciones de la proteina identificada. La invencién del proceso proporciona informacion pre-
liminar sobre la terapia de formaco de combinacidn potencial al igual que efectos toxicos potenciales del farmaco o
candidato a farmaco.

Esta invencién del proceso proporciona ventajas significantes sobre procesos alternativos de descubrimiento de
farmacos en virtud de su facilidad, velocidad, amplia generalidad y aplicabilidad, y produce una gran cantidad de
informacién en un tiempo breve. Ademas, como se demuestra en los ejemplos abajo (por ejemplo, ejemplos 32 y 33),
el proceso de la invencién proporciona la correspondencia de pares de proteina-ligando con proteinas poco abundan-
tes, proteinas hidrofébicas, y proteinas de membrana (por ejemplo, receptores de proteinas acoplados en G) que son
normalmente dificiles de aislar y se corresponden con un compafiero de unidn.

La biblioteca en fase sélida

En la presente invencion, las bibliotecas de compuestos se utilizan para seleccionar mezclas biolégicas. Como se
utiliza en este caso, el término “biblioteca” significa una coleccién de entidades moleculares obtenida después de una
serie de transformaciones quimicas. En una forma de realizacidn, estas entidades moleculares pueden ser oligémeros
naturales (que se originan en la naturaleza) tales como péptidos, glicopéptidos, lipopéptidos, dcidos nucleicos (ADN o
ARN), u oligosacidridos. Las bibliotecas pueden comprender oligémeros diferentes naturales o las bibliotecas pueden
comprender s6lo una especie de oligdmero natural, por ejemplo la biblioteca puede ser una biblioteca peptidica. En
otra forma de realizacién, los oligdmeros pueden ser innaturales (que no se originan en la naturaleza) tales como pép-
tidos modificados quimicamente, glicopéptidos, dcidos nucleicos (ADN o ARN), u oligosacdridos, y similares. Dicha
modificacién quimica puede por ejemplo ser el uso de bloques de construccién innaturales conectados por el enlace
natural que conecta las unidades (por ejemplo, el péptido/amida como se muestra en el Ejemplo 5), el uso de bloques
de construccién naturales con unidades de conexién modificadas (por ejemplo, oligoureas como se discute en Boeijen
et al, 2001, J. Org. Chem., 66, 8454-8462; oligosulfonamidas como se discute en Monnee et al, 2000, Tetrahedron
Lett., 41, 7991-95), o combinaciones de los mismos (por ejemplo, amidas estatinas como se discute en Dolle e? al,
2000, J. Comb. Chem., 2, 716-31.). Los oligémeros innaturales preferidos incluyen los oligémeros que comprenden
bloques de construccién innaturales conectados entre si por un enlace de origen natural. Dichos oligémeros pueden
asi comprender una mezcla de bloques de construccion de origen natural e innatural conectados entre si por enlaces
de origen natural. Por ejemplo, el oligdmero puede comprender aminodcidos de bloques de construccién de origen
natural e innatural unidos por enlaces peptidicos. Asi, en una forma de realizacién de la invencién los oligémeros
preferidos comprenden aminoacidos modificados o imitaciones de aminodcidos, por ejemplo, los oligdmeros pueden
comprender cualquiera de los compuestos mencionados en la tabla 2 o 3 0 9, por ejemplo los oligdmeros pueden
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consistir en uno o mas de los monémeros mencionados en la tabla 2 y 9. Otros oligémeros preferidos innaturales
incluyen, por ejemplo oligoureas, poli azatidas, oligémeros unidos C-C arométicos y oligémeros unidos C-N aromati-
cos. Ademads otros oligémeros preferidos comprenden una mezcla de bloques de construccién naturales e innaturales
y enlaces de conexidn naturales e innaturales. Por ejemplo, el oligdmero innatural puede ser cualquiera de los oli-
gémeros mencionados en revisiones reciente, véase: Graven et al., 2001, J. Comb. Chem., 3: 441-52; St. Hilaire et
al., 2000, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 39: 1162-79; James, 2001, Curr. Opin. Pharmacol., 1: 540-6; Marcaurelle et
al., 2002, Curr. Opin. Chem. Biol., 6, 289-96; Breinbauer et Al., 2002, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 41, 2879-90.
En otra forma de realizacidn, las entidades moleculares pueden comprender moléculas no oligoméricas tales como
peptidomiméticas u otras moléculas orgdnicas pequefias. Los peptidomiméticos son compuestos que imitan la accién
de un mensajero peptidico, tales como los peptidomiméticos de lactama de tiazolidina biciclica de L-proplil-L-leucil-
glicinamida (Khalil et al, 1999, J. Med. Chem., 42, 2977-87). En una forma de realizacién preferida de la invencion, la
biblioteca comprende o incluso mas preferiblemente consiste en pequefias moléculas organicas. Las moléculas orga-
nicas pequefias son compuestos no oligoméricos inferiores a aproximadamente 600 unidades de masa que contienen
cualquier variedad de grupos posibles funcionales y son el producto de sintesis quimica, o aisladas de la naturaleza, o
aisladas de la naturaleza y luego modificadas quimicamente, e incluyen, por ejemplo, inhibidores de quinasa a base de
urea de Bayer (Smith et Al., 2001, Bioorg. Med. Chem. Lett., 11: 2775-78). Ejemplos no limitativos de pequefias bi-
bliotecas de moléculas orgdnicas que pueden ser usadas con la presente invencion y métodos para producirlas pueden
por ejemplo encontrarse en las resefias de Thompson et al., 1996, Chem. Rev., 96, 555-600; Al-Obeidi et al., 1998,
Mol. Biotechnol., 9, 205 23; Nefzi et al., 2001, Biopolymers, 60, 212-9; Dolle, 2002 J. Comb. Chem., 4, 369-418.
En una forma de realizacién preferida las bibliotecas de moléculas orgdnicas pequefias son preparadas partiendo de
una o mds estructuras bésicas. Dichas estructuras basicas pueden por ejemplo ser seleccionadas del grupo que consis-
te en alcoxi, ariloxi, aciloxi, tiol, alquiltio, ariltio, heteroariltio, alquilamino, dialquilamino, acilamino, diacilamino,
alcoxiacilamino, dialcoxiacilamino, amidas, alquilo, alquilo ramificado, arilo, heteroarilo, ceto, heterociclos, sistemas
de anillos fusionados, heterociclos fusionados y sus mezclas derivadas, donde cada uno de los mencionados pueden
ser sustituidos con uno o mas grupos seleccionados del grupo que consiste en -H, -OH, -SH, halégeno, carboxilo,
carbonilo, alcoxi, ariloxi, aciloxi, alquiltio, ariltio, heteroariltio, sulfonilo, sulfoxi, amino, alquilamino, dialquilamino,
acilamino, diacilamino, alcoxiacilamino, dialcoxiacilamino, amidas, alquilo, arilo, heteroarilo, nitro, ciano, hal6geno,
sililoxi, ceto, heterociclos, sistemas de anillos fusionados, y heterociclos fusionados. En una forma de realizacion, la
estructura basica por ejemplo puede ser un haluro que contiene dcido carboxilico aromatico o heteroaromadtico o haluro
de 4cido, tal como cualquiera de los compuestos mencionados en la tabla 7. En otra forma de realizacién la estructura
basica puede ser cualquiera de los compuestos mencionados en la tabla 8. Por consiguiente, las bibliotecas de com-
puestos orgdnicos pequefios pueden por ejemplo comprender compuestos que comprenden uno o mds sistema(s) de
anillos aromadticos o heteroarométicos, donde los heterodtomos son preferiblemente O, S y/o N, uno o mds sistemac(s)
de anillos no arométicos que pueden o no pueden comprender heterodtomos o varios alquilos sustituidos. Dichos siste-
mas de anillos aromaticos o no arométicos pueden ser fusionados. Cada uno de los mencionados puede ser sustituido
con varios sustituyentes p. ej. Haluro(s) (F, C1), CH;-, CF;-, metoxi-, tiometil-, aldehido(s)-, acidos carboxilicos-,
ésteres-, grupos nitro, -H, -OH, -SH, carbonilo, alcoxi, ariloxi, aciloxi, alquiltio, ariltio, heteroariltio, sulfonilo, sul-
foxi, amino, alquilamino, dialquilamino, acilamino, diacilamino, alcoxiacilamino, dialcoxiacilamino, amidas, alquilo,
arito, heteroarilo, ciano, halégeno, sililoxi o ceto. Las pequefias bibliotecas de compuestos orgdnicos usadas con la
invencién pueden también comprender mezclas de cualquiera de los compuestos anteriormente mencionados.

Las bibliotecas usadas con la invencién pueden comprender al menos 20, tal como al menos 100, por ejemplo al
menos 1000, tal como al menos 10.000, por ejemplo al menos 100.000, tal como al menos 1.000.000 compuestos
diferentes. Preferiblemente, las bibliotecas comprenden en la gama de 20 a 107, mds preferiblemente 50 a 7.000.000,
incluso mas preferiblemente 100 a 5.000.000, atin mds preferiblemente 250 a 2.000.000 compuestos diferentes. Las
bibliotecas muy preferiblemente comprenden en la gama de 1000 a 20.000, tal como en la gama de 20.000 a 200.000
compuestos diferentes.

Las bibliotecas pueden ser sintetizadas usando un método de divisién/mezcla (véase abajo) y dan lugar a bibliotecas
OBOC (del inglés “one-bead-one-compound”, una perla, un compuesto). Métodos de division/mezcla en general
comprenden las fases de:

1. Suministrar diferentes depdsitos de perlas de resina

2. Realizar una o varias fases diferentes de sintesis quimica en cada agrupacién de perlas de resina
3. Mezclar dichas agrupaciones, de ese modo obteniendo una tnica agrupacién

4. Separar dichos depdsitos para obtener depdsitos nuevos

5. Repetir fases 2 a 4.

La seleccion de la biblioteca de ligandos es dependiente de la seleccion e identificacidon deseadas. Por ejemplo, la
invencion del proceso puede utilizar una biblioteca totalmente aleatoria disefiada para que contenga compuestos intere-
santes e inmensamente diversos. Una ventaja de este enfoque es que los resultados de la seleccion no son prejuiciados
de cualquier manera especifica. Puesto que la invencién del proceso permite seleccionar millones de compuestos di-
versos, por ejemplo, inmovilizados en 10 g de resina, un gran nimero, por ejemplo en la gama de 3 a 5 millones, de

moléculas aleatorias pueden ser usadas en la biblioteca de ligandos.
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De forma alternativa, una biblioteca mds pequefia especifica (de cientos a miles de compuestos) puede ser usa-
da, por ejemplo, partiendo de un compuesto o compuestos conocido(s), y suministrando numerosas variaciones de
estos compuestos conocidos para la seleccion especifica de nuevos pares de unién de proteina-ligando. La biblioteca
especifica més pequefia puede también comprender moléculas aleatorias.

La biblioteca puede contener un conjunto paralelo de modificaciones aleatorias de uno o mds ligandos. En una
forma de realizacion, la biblioteca puede ser formada como un conjunto paralelo de modificaciones aleatorias a un(os)
compuesto(s) conocido(s). El conjunto de compuestos es preferiblemente preparado en fase sélida usando técnicas
conocidas por los expertos en la técnica. En resumen, la resina puede ser repartida en varios vasos o pocillos, normal-
mente menos de 500 y los reactivos son afiadidos. En general no hay ninguna fase de mezcla y después de las fases
de lavado apropiadas, se realizan posteriores reacciones por adicion de reactivos adicionales a los pocillos. No hay
ningln aumento exponencial en el nimero de compuestos generados y es igual al nimero de vasos usados. El ligando
puede ser facilmente identificado controlando el reactivo afladido a cada pocillo.

Ejemplos no limitativos de bibliotecas tiles estdn provistos en los ejemplos mds abajo. En una forma de realizacién
de la invencion la biblioteca es una pequefia biblioteca de moléculas orgdnicas. Ejemplos no limitativos preferidos de
pequedias bibliotecas de moléculas orgdnicas estdn provistos en los ejemplos 36 y 40 (bibliotecas 5y 7).

La fijacién de un marcador a un ligando puede alterar las propiedades de dicho ligando. Por lo tanto, en una forma
de realizacién de la presente invencidn, los ligandos no son marcados, es decir los ligandos no son conectados a un
marcador detectable, tal como un componente fluorescente, un acido nucleico o un homélogo de acido nucleico tal
como PNA, un colorante, una sonda que comprende una fraccidn reactiva o similar. En particular se prefiere que todos
los ligandos no estén conectados al mismo marcador detectable.

Soporte sélido

En esta invencidn, los compuestos de la biblioteca estdn unidos a un soporte sélido, que confiere la ventaja de
“mini-recipientes de reaccién” compartimentados para la unién de las proteinas con un(os) ligando(s) éptimo(s). El
soporte s6lido no es una matriz a la que se unen diferentes elementos de la biblioteca. El uso de perlas de resina permite
una manipulacién mds facil que el uso de una matriz. En general, mds compuestos pueden ser seleccionados y varias
de las fases en el procedimiento pueden ser realizadas en una perla con material suficiente. Por lo tanto, la bibliote-
ca estd unida a perlas de resina. Cada elemento de la biblioteca es un tnico compuesto y estd fisicamente separado
en el espacio de los demds compuestos de la biblioteca inmovilizando la biblioteca en perlas de resina, donde cada
perla comprende como mucho un elemento de la biblioteca. Dependiendo del modo de sintesis de la biblioteca, cada
elemento de la biblioteca puede contener, ademads, fragmentos del elemento de la biblioteca. Puesto que la facilidad y
velocidad son caracteristicas importantes de esta invencion del proceso, se prefiere que la fase de seleccidon (incuba-
cién) ocurra en el mismo soporte sélido usado para la sintesis de la biblioteca, y también que la identificacién de los
elementos del par de unién pueda tener lugar en el mismo soporte, es decir, en una tnica perla de resina. Por lo tanto,
los soportes sélidos preferidos titiles en la invencién del proceso satisfacen el criterio no sélo de ser adecuados para la
sintesis orgdnica, sino que también son adecuados para procedimientos de seleccidn, tal como la seleccién “en perlas”
como se describe en los ejemplos mas abajo. Ademads se prefiere que el soporte sélido sea conveniente para la identi-
ficacion “en perlas” de ligando/proteina como se describe en este caso mds abajo. Los soportes hidrofilicos descritos
mas abajo son soportes utiles. La seleccidn de bibliotecas y ligandos con proteinas o células individuales purificadas
ha sido intentado en perlas de resina individuales tales como TentaGel (comercialmente disponible en Rapp polymere,
Tubingen, Alemania), ArgoGel (comercialmente disponible en Argonaut Technologies Inc., San Carlos, CA), PEGA
(comercialmente disponible en Polymer Laboratories, Amherst, MA), POEPOP (Renil et al., 1996, Tetrahedron Lett.,
37: 6185-88; disponible en Versamatrix, Copenhage, Dinamarca) y SPOCC (Rademann et al, 1999, J. Am. Chem.
Soc., 121, 5459-66; disponible en Versamatrix, Copenhage, Dinamarca). Ejemplos de intentos de seleccién en perlas
estan descritos en las siguientes referencias: Chen et Al., 1996, Methods Enzymol., 267: 211-19; Leon et al., 1998,
Bioorg. Med. Chem. Lett., 8, 2997-3002; St. Hilaire et al., 1999, J. Comb. Chem., 1, 509 23; Smith et al., 1999,
J. Comb. Chem., 1: 326-32; Graven et al., 2001, J. Comb. Chem. 3: 441-52; Park et al., 2002, Lett. Peptide Sci.,
8: 171-78). TentaGel y ArgoGel estdn formados por cadenas de polietileno injertadas en un nicleo de poliestireno.
No obstante, el uso de estos soportes en la seleccién bioldgica estd limitado por una restriccién del tamaiio, y por la
desnaturalizacion de proteinas determinadas, particularmente enzimas. Los soportes sélidos tales como los derivados
de acrilamida, agarosa, celulosa, nilén, silice o particulas magnetizadas estdn descritos en la técnica anterior. Estos
soportes tienen todos ciertas limitaciones. Por ejemplo, los derivados de acrilamida, agarosa, celulosa, nildn, silice
no pueden ser usados en una sintesis de biblioteca por divisién/mezcla, y estdn limitados al uso en matrices paralelas
de compuestos que tienen diversidad limitada. Ademads, hay limitaciones severas para los tipos de quimica que puede
llevarse a cabo directamente en estas superficies restringiendo por lo tanto la sintesis de la biblioteca en fase sélida
y el andlisis de ligandos. Particulas magnetizadas, dependiendo de su construccién, pueden ser ttiles en una sintesis
de biblioteca por divisién/mezcla pero de nuevo la presencia de particulas de hierro restringe los tipos de quimica y
de anélisis que puede ser realizado. Mientras que TentaGel y ArgoGel son ttiles para la sintesis de bibliotecas, estos
son inadecuados para métodos de seleccion en fase sdlida por una unién no especifica, restricciéon del tamaifio de la
molécula bioldgica, desnaturalizacién de proteinas determinadas, particularmente enzimas. Ademds, son inadecuados
para la identificacién del ligando por RMN de alta resolucién.
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Los soportes sélidos usados con la presente invencién son perlas de resina, utiles para la sintesis de biblioteca en
perla, seleccion e identificacién de ligando/proteina. Por lo tanto, las resinas preferidas segin la presente invencién
son las resinas que comprenden polietilenglicol. Mds preferiblemente, la resina es resina del copolimero de acrilamida
y polietilenglicol (PEGA), SPOCC (Super Permeable Organic Combinatorial Chemistry) o polioxietileno-Polioxipro-
pileno (POEPOP).

Las resinas de PEGA (copolimero de acrilamida y polietilenoglicol; Meldal M., 1992, Tetrahedron Lett., 33: 3077-
80), POEPOP (Polioxipropileno-polioxietileno; Renil ef al., 1996, Tetrahedron Lett., 37, 6185-88) y SPOCC, (Quimi-
ca orgdnica combinatoria super permeable; Rademann et al, 1999, J. Am. Chem. Soc., 121, 5459-66) estan compuestas
principalmente de polietilenglicol y aumentan bien en solventes orgdnicos asi como en acuosos. Como no tienen un
enlace no especifico o lo tienen muy reducido, las resinas de PEGA y SPOCC han sido usadas eficazmente en la
seleccidn de innumerables proteinas incluyendo enzimas de diferentes clases. Ademads, estas resinas estdn disponibles
en diferentes tamafios de poro y pueden permitir la entrada de las proteinas grandes mientras que retienen la actividad.
Por ejemplo, las resinas PEGA6000 permiten la entrada de proteinas hasta 600 kDa. En los ejemplos abajo, las resinas
PEGA4000 y PEGA1900 con un corte de peso molecular de 200 y 90 kDa, respectivamente, fueron usadas para la
seleccién. En principio, cualquier soporte hidrofilico que sea ttil para la sintesis compartimentada, retenga la actividad
de las proteinas, y tenga un enlace minimo no especifico, puede ser usado en esta invencion de proceso.

Sintesis de biblioteca de ligandos

La biblioteca de ligandos puede ser sintetizada por procesos conocidos, por ejemplo, por sintesis paralela que da
lugar a pequenas bibliotecas (10 a 1000 elementos) (para una revision reciente véase: Dolle et al., 2002, J. Comb.
Chem., 4, 369-418), o por metodologia de divisién/mezcla o divisién y combinacién, como se describe, por ejemplo,
en Furka et al., 1991, Int. J. Peptide Protein Res., 37:487-493 y Lam et al., 1991, Nature, 354, 82-84. El método
de divisién/mezcla o divisién y combinacién es un método preferido para generar una biblioteca grande, debido al
aumento exponencial en el nimero de compuestos variados producidos. El método de divisién/mezcla da lugar a una
biblioteca de una-perla-un-compuesto de gran tamafio (1000 a millones de elementos). En esta invencidn, se prefiere la
biblioteca de una-perla-un-compuesto, y ejemplos no limitativos de tales bibliotecas estdn demostrados en los ejemplos
abajo.

Los elementos de la biblioteca de ligandos pueden ser construidos mediante la realizacién de todas las reacciones
que forman compuestos directamente en una fase sélida. De forma alternativa, los elementos de la biblioteca de
ligandos pueden ser preparados enlazando entre si elementos bdsicos preformados en una fase sélida. Los elementos
resultantes de la biblioteca pueden ser pequefias moléculas organicas o compuestos oligoméricos. En ambos casos, las
moléculas contienen una variedad de grupos funcionales. Los grupos funcionales pueden ser, por ejemplo, alquinas,
aldehidos, amidas, aminas, carbamatos, carboxilatos, ésteres, hidréxilos, cetonas, tioles, ureas, y similares. La pequeiia
molécula organica puede pertenecer a varias clases de compuestos, incluyendo pero sin limitarse a, heterociclos (por
ejemplo, hidantoinas, benzodiazepinas, pirrolidinas, isoquinolinas), compuestos carbociclicos, esteroides, nucleétidos,
alcaloides, y lipidos (para revisiones que contienen ejemplos véase: Thompson et al., 1996, Chem. Rev. 96, 555-600;
Al-Obeidi et al., 1998, Mol. Biotechnol., 9: 205-23; Nefzi er al., 2001, Biopolymers, 60: 212-9; Nicolau et al., 2001,
Biopolymers, 60: 171-193; Dolle, 2002, J. Comb. Chem., 4: 369-418).

Cuando los elementos de la biblioteca de ligandos son oligoméricos, como se ha demostrado en los ejemplos suce-
sivos, los bloques de construccién pueden ser seleccionados de un repertorio amplio de compuestos bi- o trifunciona-
les protegidos de manera adecuada, por ejemplo, aminodcidos, dcidos sulfénicos, dcidos alifaticos, 4cidos arométicos,
glicosil-aminodcidos, lipidil-aminoécidos, aminoécidos heterociclicos, haloaminas, compuestos aminohidroxi, diami-
nas, y azido-4cidos. Los bloques de construccién pueden ser conectados usando varios tipos de enlaces quimicos, por
ejemplo, una amida, una tioamida, una amina, una sulfonamida, una urea, una tiourea, un éter, un tioéter, un éster,
un sulfato, un fosfato, una fosfina, un carbonato, un enlace C-C-, enlace-C-N-, un enlace doble, un enlace triple, o un
silano. El oligémero puede ser unido usando sélo un tipo de enlace quimico o usando una mezcla de enlaces. Cuando
los elementos de la biblioteca son aminoécidos, estos preferiblemente son moléculas que contienen aproximadamente
de 2 a 40 aminoécidos. Més preferidas son moléculas de aproximadamente 3 a 20 aminoacidos, y las més preferidas
tienen aproximadamente de 3 a 12 aminoécidos. Por ejemplo, moléculas de 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, o 12 aminoacidos
funcionan bien en la biblioteca de ligandos.

Los elementos de biblioteca de ligandos pueden ser directamente fijados a un soporte s6lido o indirectamente
unidos por medio de una variedad de enlaces, preferiblemente por enlaces covalentes (para revistas que describen
enlazadores para sintesis de fase sdlida, véase: Backes et al., 1997, Curr. Opin. Chem. Biol., 1, 86-93; Gordon et Al.,
1999, J. Chem. Technol. Biotechnol., 74, 835-851). Los enlazadores pueden ser dcido 1abil (por ejemplo, la amida
de Rink como se describe en Rink, 1987, Tetrahedrom Lett., 28, 387 y enlaces de sililo sin elementos traza como
se describe en Plunkett et al., 1995, J. Org. Chem., 60, 6006-7), base 1abil (por ejemplo, HMBA como se describe
en Atherton et al. 1981, J. Chem. Soc. Perkin Trans, 1: 538), o fotoldbil (por ejemplo, tipo 2-nitrobencilo como
se describe en Homles et al., 1995, J. Org. Chem., 60, 2318-2319). Los enlazadores pueden ser mds especificos y
restrictivos del tipo de quimica realizada, tales como los enlazadores de sililo (por ejemplo, aquellos divididos con
fluoruro como se describe en Boehm et al., 1996, J. Org. Chem., 62, 6498-99), enlazadores de alilo (por ejemplo,
Kunz et al., 1988, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 27, 711-713), y el enlazador de sulfonamida de unién segura (por
ejemplo, como se describe en Kenner et al., 1971, Chem. Commun., 12, 636-7). En una forma de realizacién de la
invencién, el enlazador puede comprender o consistir en metionina, tal como un residuo de Met. Cuando el ligando
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se une a la resina por medio de Met, es posible descomponer simultdneamente la proteina y liberar el ligando en la
misma fase quimica. En los ejemplos sucesivos, la invencion estd ilustrada por el uso de un enlazador fotoldbil, 2-
nitrovalerilo (1) como se describe en Homles ef al., 1995, supra, que demuestra ser muy robusta para una amplia
variedad de quimicas y acelera el proceso de identificacion.

En algunas formas de realizacién una molécula separadora puede ser usada. Cuando se usa, la molécula separadora
puede ser un péptido o molécula no peptidica y no interactuar con la mayoria o todas las proteinas, y de ese modo no
interfiere en el proceso de seleccion. Tales separadores son utiles para ayudar a la identificacion del ligando por MAL-
DI-TOF-MS. En otras formas de realizacion, no se usa un separador y los ligandos pueden entonces ser identificados
preferiblemente usando RMN de alta resolucién, espectrometria de masas en serie, 0 una combinacién de ambas.

Procesos de seleccion

Las mezclas de proteinas para ser usadas con la presente invencién pueden ser derivadas de una variedad de fuentes
diferentes. Las mezclas de proteinas para ser usadas con la presente invencién deberfan comprender al menos 100,
preferiblemente al menos 200, mas preferiblemente al menos 300, tal como al menos 500, por ejemplo al menos 1000
proteinas diferentes. En general, la mezcla de proteina estard derivada de una o mds fuentes naturales, tal como por
ejemplo de células vivas, de tejidos, de individuos enteros, de fluidos corporales tales como la orina, esputo, liquido
serospinal, suero o sangre, o de una matriz extracelular. En la presente invencién mds de una mezcla de proteina
diferente es aplicada, por ejemplo 2, tal como 3, por ejemplo 4, tal como 5, por ejemplo la gama de 5 a 10, tal como
mas de 10 mezclas de proteina diferentes.

Preferiblemente, dichas al menos 2 mezclas de proteinas diferentes son mezclas que son deseables de comparar.
Por ejemplo, las mezclas de proteinas pueden ser mezclas derivadas de una poblacién saludable y de una enferma,
respectivamente, mezclas de proteinas derivadas de distintos organismos, mezclas de proteinas derivadas de distintas
especies, mezclas de proteinas derivadas de distintos tejidos, mezclas de proteinas derivadas de organismos desarrolla-
dos diferencialmente o mezclas de proteinas derivadas de células u organismos en diferentes estados, es decir células
ciclantes versus células no ciclantes. Las poblaciones enfermas incluyen células/fluidos corporales/tejidos derivados
de tejido enfermo, fluido corporal o células derivadas de un individuo con una enfermedad. Dicha enfermedad podria
por ejemplo ser una enfermedad neopldsica o preneopldsica, una enfermedad infecciosa, una enfermedad autoinmuno-
l6gica, una enfermedad cardiovascular, una enfermedad inflamatoria, trastornos de CNS, enfermedades metabdlicas o
enfermedades endocrinas. En una forma de realizacion de la presente invencidn al menos una mezcla de proteinas es
derivada de una especie infecciosa, tal como por ejemplo hongos, virus, protozoos o bacterias.

Si por ejemplo se usan mezclas de proteinas derivadas de un una fuente saludable y de una enferma, respectiva-
mente, los métodos pueden ser usados para identificar ligandos capaces de interactuar especificamente con células
enfermas o saludables o tejido puede ser identificado. Tales ligandos pueden ser candidatos de farmacos potenciales.
Si por ejemplo se usan mezclas de proteinas derivadas de distintas especies, donde una especies es un agente infeccio-
s0, los ligandos que interactiian especificamente con dicho agente infeccioso pueden ser identificados. Tales ligandos
pueden también ser candidatos de formacos potenciales.

En una forma de realizacién de la invencidn, la biblioteca es un conjunto paralelo de modificaciones aleatorias de
un compuesto conocido. Luego la mezcla de proteinas preferiblemente comprende una o més proteinas previamente
no conocida(s) para asociarse con dicho compuesto, y dichas proteinas pueden por lo tanto ser identificadas por los
métodos de la invencion.

En otra forma de realizacion de la invencion, la mezcla de proteinas comprende una o més familias de proteinas,
que permite la deteccion de pares de unién de proteina-ligando por inmunoensayos, por ejemplo con la ayuda de
anticuerpos que reconocen dichas familias de proteinas.

En la invencion del proceso, se aisla el material biolégico y mezclas de proteinas son obtenidas para la selec-
cion de las bibliotecas de ligandos. Las proteinas pueden ser obtenidas de cualquier fuente, incluso, por ejemplo,
de organismos simples tales como hongos, virus, protozoos y bacterias para mas organismos complejos tales como
plantas y animales, incluyendo mamiferos y particularmente, seres humanos. El material bioldgico puede ser extraido
de lineas celulares individuales, (ilustradas en los ejemplos con miocitos), de organismos celulares (ilustrados en los
ejemplos con E. coli), o de tejido conteniendo una gran variedad de tipos de células o de organismos pluricelulares
enteros. En una forma de realizacién preferida al menos una mezcla de proteinas es una mezcla de proteinas mamife-
ras, preferiblemente proteinas humanas, tales como proteinas de células tisulares mamiferas (humanas). Las mezclas
de proteinas pueden también comprender proteinas creadas genéticamente de forma recombinante, por ejemplo las
mezclas de proteinas pueden también ser obtenidas de sistemas celulares que expresan una biblioteca de ADNc que
puede ser marcada, por ejemplo, con un marcador genético que es coexpresado y usado para el andlisis de deteccion.
Marcadores genéticos adecuados incluyen, por ejemplo, myc y fotoproteinas tales como de proteina verde fluorescen-
te (GFP). De forma alternativa, la mezcla de proteinas puede comprender proteinas codificadas por dcidos nucleicos
mutagenizados, recombinados o por el contrario manipulados.

La intrincacién de los procedimientos de extraccién aumenta con la complejidad de la fuente del material bio-
16gico. Hay varias vias conocidas para aislar proteinas de células, tejido, y organismos mientras que se conserva la
actividad de la proteina. Las mezclas de proteinas segun la presente invencion pueden ser aisladas usando cualquier
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método estandar conocido por el experto en la materia. Las proteinas pueden por ejemplo ser extraidas y solubiliza-
das usando una variedad de sustancias auxiliares tales como detergentes y ureas. Este procedimiento de extraccién
es particularmente importante para proteinas mds grandes hidrofébicas tales como proteinas de membrana. El uso de
detergentes, ureas, y sal es compatible con la seleccion en resinas de fase sdlida a diferencia de métodos que usan
geles 2-D. Las proteinas pueden ser extraidas usando un equipamiento estdndar tal como la prensa francesa y bafio de
ultrasonidos. El procedimiento de extraccion puede ser manipulado para enriquecer proteinas poco abundantes o para
aislar una clase particular de proteinas. Protocolos generales para la extraccion de proteinas de distintos organismos
estan facilmente disponibles. Véase, por ejemplo, 2-D Proteome Analysis Protocols, A.J. Link (Ed), 1st Ed, 1999,
Humana Press: Totowa).

Deteccion

Una variedad de métodos adecuados son titiles para detectar los pares de unién de proteina-ligando. Por ejemplo,
cuando se usa una mezcla de proteina unica (ver figura 1), la proteina extraida puede ser inmediatamente incubada
con la biblioteca de ligando inmovilizada, y, después del lavado, la proteina unida puede ser detectada directamente
en el complejo de unién por la aplicacién de una molécula de deteccién a la mezcla de incubacidn, tal como plata
o colorante fluorescente que no interactda con el ligando o el soporte s6lido. No obstante, se prefiere generalmen-
te que la mezcla de proteinas sea marcada con una sonda de deteccién antes de la incubacién con la biblioteca de
ligandos. Por lo tanto, en otra forma de realizacion, la mezcla de proteinas puede ser marcada con una sonda de
deteccidn, por ejemplo, con un colorante fluorescente tal como verde Oregon Green 514™; véase ejemplo 11), N-
metil antranilato (azul; véase ejemplo 13), rojo Rhodamine red™; véase ejemplo 11), colorante de cianina 2™, co-
lorante de cianina 3™, colorante de anina 5™ u otras sondas fluorescentes comtinmente usadas. Véase por ejemplo,
Richard P. Haugland, “Handbook of Fluorescent Probes and Research Products”, 9th Edition, 2002, Molecular Pro-
bes Europe BV: Leiden o en los sitios web (www) “probes.com” y “amershambio-sciences.com/aptrix/upp00919.
nsf/Content/DrugScr+CyDye+Fluors+introductio n” para una descripcién de colorantes fluorescentes de cianina. La
sonda de deteccién puede también ser una proteina fluorescente, tal como proteina fluorescente verde o mutantes
fluorescentes de la misma. La sonda de deteccion puede también ser una sonda que produce quimioluminiscencia, tal
como luciferasa o aequorina. En estas formas de realizacidn, tras la incubacion de ligandos con proteinas, la biblioteca
es lavada y los complejos de unién de proteina-ligando serdn detectados por medio del marcador, por ejemplo, fluores-
cencia o color. Estos pares de unién de proteina-ligando pueden ser inmediatamente aislados usando procedimientos
de clasificacion automatica o manual. Si la sonda de deteccion es una sonda fluorescente, entonces la clasificacion
automadtica preferiblemente implica el uso de un FAB y/o una clasificadora de perlas activadas por fluorescencia. La
sonda de deteccion puede ademds ser un compuesto capaz de producir quimioluminiscencia, tal como por ejemplo lu-
ciferasa o aequorina. La sonda de deteccién puede ademds ser una enzima capaz de catalizar una reaccién detectable,
tal como por ejemplo fosfatasa o peroxidasa. La sonda de deteccion puede ademads ser un metal, por ejemplo oro. La
mezcla de proteinas puede ser marcada con la sonda de deteccién por cualquier método convencional dependiendo de
la naturaleza de la sonda de deteccién.

En particular, puesto que se usa mas de una mezcla de proteinas se prefiere que las mezclas de proteinas sean
marcadas con una sonda de deteccién antes de la incubacién con la biblioteca de ligandos. Las mezclas de proteinas
individuales pueden ser marcadas usando sondas de deteccion diferentes o sondas de deteccidn similares. No obstante
se prefiere que la mezcla de proteinas diferentes sea marcada con sondas de deteccion diferentes, para permitir iden-
tificar de qué mezcla de proteinas estd derivada la proteina. Por lo tanto, se prefiere que 2, tal como 3, por ejemplo
4, tal como 5, por ejemplo en la gama de 5 a 10 mezclas de proteinas diferencialmente marcadas sean usadas con la
invencion. La deteccién de un par de unién de proteina-ligando inmovilizado implica por lo tanto detectar un ligando
de la biblioteca que se une diferencialmente con 2 o mas mezclas de proteinas diferencialmente marcadas.

Esta incluido dentro de la presente invencidn el hecho de que proteinas individuales de una mezcla de proteinas
pueden ser diferencialmente marcadas, es no obstante preferido que todas las proteinas de una mezcla de proteinas
sean marcadas con el mismo tipo de sonda de deteccion. Cualquiera de las sondas de deteccidn descritas aqui arriba o
abajo pueden ser usadas y procedimientos de marcado similares pueden también ser aplicados para la identificacién de
pares de unién de proteina-ligando diferenciales de fuentes miiltiples relacionadas (véase ejemplo 11). Por ejemplo,
como se ensefia en el ejemplo 11, una mezcla de proteinas de tejido normal y una mezcla de proteinas de tejido
enfermo pueden ser diferencialmente marcadas, un colorante diferente o marcador fluorescente (y similares) para cada
una de las mezclas de proteinas. Tras la incubacién con la biblioteca de ligandos y lavado de la proteina no unida, los
pares de unién de ligando-proteina diferenciales, aquellos que demuestran selectividad, es decir, que son especificos
para un conjunto de proteinas, son detectados y aislados automdticamente o manualmente basandose en el marcador
particular o sonda de deteccion.

En otra forma de realizacion, las proteinas son marcadas con una sonda de deteccion, que es una sonda (marca)
de afinidad tal como biotina. Tras la incubacién y lavado de las proteinas y biblioteca de ligandos para eliminar la
proteina no unida, los ligandos unidos con, por ejemplo, proteinas marcadas con biotina pueden ser detectados, por
ejemplo, usando estreptavidina complejada con una fosfatasa o una peroxidasa. Después de la adicién de un sustrato
de fosfatasa o de peroxidasa adecuado, el complejo de unién de proteina-ligando es detectado.

En otra forma de realizacidn, las proteinas unidas a ligandos pueden ser detectadas usando radioactividad, es decir
la sonda de deteccion puede ser un compuesto radiactivo. Las proteinas pueden ser marcadas con dicho compuesto
radiactivo por cualquier método convencional. Por ejemplo, el organismo o célula es alimentado con un aminoacido
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radiactivo que es incorporado en sus proteinas. Tras la incubacién de las proteinas radiactivas con la biblioteca de
ligando y el lavado, los pares de ligando-proteina unidos radiactivos son detectados por, por ejemplo, autorradiografia,
y los pares de unién de ligando-proteina son aislados.

En otra forma de realizacion, clases particulares de proteinas que se unen con ligandos pueden ser detectadas usan-
do sondas especificas, por ejemplo, un anticuerpo especifico de la familia en un inmunoensayo tal como un ensayo
ELISA. El tratamiento con un anticuerpo monoclonal conjugado para una familia de proteinas tras la incubacién y
lavado, por ejemplo, proporciona informacién sobre la expresion de las proteinas relacionadas. Cuando las mezclas de
proteinas son obtenidas de fuentes de proteinas relacionadas, por ejemplo, de tejido enfermo y normal, las bibliotecas
de ligandos pueden ser incubadas separadamente con cada conjunto de proteinas. Después de la deteccion e identifica-
cidén de los pares de unién de proteina-ligando, una valoracion de la expresion de la clase de proteina particular en cada
estado (por ejemplo, normal vs. enfermo) puede ser determinada. Un anticuerpo monoclonal puede ser conjugado a
un colorante fluorescente o a una enzima tal como peroxidasa o fosfatasa alcalina para cuantificacién por ELISA. El
anticuerpo puede también ser conjugado a perlas magnéticas de hierro por técnicas de rutina conocidas. Las perlas
magnéticas se concentran cerca de la ubicacidn de la proteina que forma una “roseta” sélida alrededor de las perlas de
soporte sélidas, o en la hoja de membrana, o rosca para deteccion.

Se prefiere que al menos una mezcla de proteina sea marcada usando un marcador fluorescente, es incluso mas
preferido que todas las mezclas de proteina sean marcadas usando diferentes marcadores fluorescentes.

Aislamiento

Complejos o pares de ligando-proteina unidos o pueden ser aislados de la masa de la biblioteca de ligandos por va-
rios medios dependiendo de la naturaleza de la sonda de deteccion. Los métodos de aislamiento incluyen por ejemplo,
clasificar manualmente las perlas que contienen proteina marcada unida detectando la sonda de deteccién por ejemplo
con la ayuda de un microscopio o clasificando por fluorescencia o por color dependiendo del proceso de seleccién
usado. De forma alternativa, el proceso de clasificacion puede ser automatizado con el uso de una clasificadora de
perlas, por ejemplo usando “clasificacion de perlas activadas por fluorescencia” (FABS), por ejemplo, se pueden usar
clasificadoras especialmente disefiadas y comercialmente disponibles (p. ej. Union Biometrica, Sommerville; Mass)
y detectando la intensidad de fluorescencia (Meldal, 2002, Biopolymers, 66, 93-100). En general, las perlas de resina
pueden ser clasificadas a razén de aproximadamente 100 a 200 perlas por segundo, o incluso mds rapido dependiendo
del equipamiento usado y su capacidad de lectura. Una gama de aproximadamente 5 a 500, tal como 5 a 110, preferi-
blemente aproximadamente 5 a 50 perlas por segundo es clasificada con instrumentos conocidos. Indices mas lentos
pueden ser usados para aumentar la exactitud. Es preferido un nivel donde la lectura por ejemplo, s6lo una perla de
resina pasa a través del detector una vez.

Proceso para la identificacion de compaiieros de union de proteinas y ligandos

Los compaiieros de unién de proteinas y ligandos pueden ser identificados usando cualquier técnica convencional
conocida por el experto en la técnica, por ejemplo cualquiera de las técnicas descritas aqui abajo. Se prefiere que
la perla de resina que comprende el par de unién de proteina-ligando sea aislada y la identificacién del ligando y/o
identificacién de la proteina se realiza en la perla de resina aislada. Es asi preferido que bien el ligando o la proteina o
mads preferiblemente ambos sean identificados usando métodos “en perla”. “En perla” se refiere a los métodos donde
el proceso de identificacién o parte del mismo se realiza directamente en una perla, por ejemplo métodos donde el
ligando y/o proteina son identificados en la perla, por ejemplo, por espectroscopia, o a métodos en los que el ligando
y/o proteina se digiere enzimaticamente en la perla directamente. En una forma de realizacién preferida de la invencion,
la identificacién de compafieros de unién de proteinas y ligandos es la identificacion del complejo de proteina/ligando
en la misma y Unica perla. En esta forma de realizacidn, las perlas conteniendo polietilenglicol, preferiblemente se usan
resinas basadas en PEG con un tamafio en la gama de 500-800 um. En una forma de realizacion, una perla de resina
que contiene el par de union es cortada en dos porciones desiguales. Una porcion de la perla se utiliza para identificar
el ligando, mientras que la otra porcidn se utiliza para identificar la proteina. En otra forma de realizacidn, la proteina
es primero descompuesta en sus péptidos constitutivos enzimaticamente o quimicamente (véase abajo) y el ligando
es luego liberado. Tanto el ligando como los péptidos de proteina son simultdneamente analizados por espectrometria
de masas (véase infra). En esta forma de realizacién, el ligando puede ser primero analizado por RMN (véase abajo)
antes de descomponer la proteina y liberar el ligando. En una forma de realizacién particular, especialmente para el
andlisis por RMN, el ligando es unido al soporte sélido por medio de un residuo de metionina y la proteina y ligando
pueden ser simultineamente descompuestos y liberados por tratamiento con CNBr.

Identificacion de ligandos

Después de la deteccion y aislamiento de los complejos de ligando-proteina, el ligando puede ser identificado.
El proceso para la identificacion del ligando depende del tipo de biblioteca usado. Por ejemplo el ligando puede
ser identificado usando un andlisis por espectrometria de masas, por espectroscopia de RMN, por infrarrojos (IR),
elemental o combinaciones de los mismos.

En una forma de realizacién de la invencion se prefiere que el ligando sea identificado usando métodos “en perla”

(véase mas arriba y abajo).
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Para una biblioteca de compuestos principalmente oligoméricos, el ligando complejado puede ser analizado por
espectroscopia de masas (MS), particularmente si la biblioteca fue sintetizada de manera que el historial sintético del
compuesto es capturado, por ejemplo, usando un procedimiento de recubrimiento para generar fragmentos del com-
puesto que difieren en masa por un bloque de construccion (véase, por ejemplo, Youngquist et Al., 1995, J. Am Chem.
Soc., 117, 3900-06). Este procedimiento de recubrimiento es mds eficaz cuando el tapén y el bloque de construccién
son reaccionados al mismo tiempo. El agente de recubrimiento puede ser cualquier clase de compuesto que tenga al
menos un grupo funcional en comiin con el bloque de construccidon usado para generar el oligémero, de modo que
el agente de recubrimiento y el bloque de construccién pueden reaccionar cuando son afiadidos a la resina en una
proporcién apropiada. De forma alternativa, el agente de recubrimiento puede tener dos grupos funcionales en comtin
con el bloque de construccién donde uno de los grupos en comdn, tal como el grupo del bloque de construccion que es
usado para el alargamiento del oligémero, estd protegido ortogonalmente. Por ejemplo, en una sintesis de un péptido
mediante la estrategia Fmoc mostrada en los ejemplos abajo, el agente de recubrimiento podria ser el mismo que el
bloque de construccién pero con un grupo Boc protegiendo la amina reactiva en vez del grupo Fmoc (véanse Ejemplos
5,6,y 7y St. Hilaire ez al., 1998, J. Am. Chem. Soc., 120, 13312-13320). En otro ejemplo, si el bloque de construccién
es una haloamina protegida, el agente de recubrimiento podria ser el alquilhaluro correspondiente.

Cuando la biblioteca de ligando es sintetizada por sintesis paralela (un conjunto paralelo), el ligando de unién
puede ser identificado simplemente sabiendo qué componentes de la reaccidn especificos fueron reaccionados en
un compartimiento particular. La estructura puede ser confirmada por seccionamiento de una pequefia porcién de
compuesto del soporte sdlido y analizada usando métodos de quimica analitica rutinarios tales como anélisis por
infrarrojos (IR), por resonancia magnética nuclear (RMN), por espectroscopia de masas (MS), y elemental. Para una
descripcion de varios métodos analiticos ttiles en quimica combinatoria, véase: Fitch, 1998-99, Mol. Divers., 4, 39-
45; y Analytical Techniques in Combinatorial Chemistry, M.E. Swartz (Ed), 2000, Marcel Dekker: New York.

En el caso de bibliotecas sintetizadas por el enfoque de mezcla-divisién donde la estructura precisa del compuesto
es desconocida, el ligando complejado puede ser identificado usando una variedad de métodos. El compuesto puede
ser seccionado del soporte s6lido, por ejemplo, la perla de resina, y luego analizado usando IR, MS, o RMN. Para el
andlisis por RMN, perlas mds grandes que contienen aproximadamente 5 nmoles de material pueden ser usadas para
la adquisicién de espectros de RMN en 1 dimensién (1-D) y en 2 dimensiones (2-D). Ademas, estos espectros pueden
ser logrados usando técnicas de MAS-RMN de alta resolucién. De forma alternativa, espectros de MAS-RMN de alta
resolucién pueden ser adquiridos mientras que el ligando sigue estando unido al soporte s6lido, como se describe
por ejemplo, en Gotfredsen et al., 2000, J. Chem. Soc., Perkin Trans., 1: 1167-71. De este modo, en una forma de
realizacion preferida de la invencion, el ligando es identificado usando RMN de alta resolucién. Preferiblemente la
resina usada en esta forma de realizacion es una resina comprendiendo polietilenglicol, por ejemplo resinas basadas
en PEG como PEGA, SPOCC y POEPOP.

Normalmente, las perlas de resina usadas para la sintesis de bibliotecas contienen aproximadamente 100 a 500
pmoles de material, siendo generalmente insuficiente para un andlisis directo usando técnicas de RMN. En estas situa-
ciones, las bibliotecas de ligando pueden ser sintetizadas con codificacion especial para facilitar la identificacion del
ligando. Para una revisién de las estrategias de codificacién empleadas en quimica combinatoria véase: Barnes ef al.,
2000, Curr. Opin. Chem. Biol., 4, 346-50. La mayoria de las estrategias de codificacion incluyen la sintesis paralela de
la molécula codificante (por ejemplo, ADN, PNA, o péptido) junto con los compuestos de la biblioteca. Esta estrategia
no es preferida, puesto que requiere un esquema de grupo protector ortogonal bien planificado, de larga duracion.
Ademads, la propia molécula codificante puede a veces interactuar con el receptor de proteina conduciendo a falsos
positivos. De forma alternativa, los elementos de la biblioteca de ligando pueden ser codificados usando marcas de
radiofrecuencia. Este método alivia el problema de falsos positivos que proviene de las marcas de codificacién, pero
es generalmente Util s6lo para bibliotecas de ligandos pequeiias en el sistema de una-perla-un-compuesto debido a la
masa total de la marca de radiofrecuencia. De forma alternativa, las perlas individuales pueden ser analizadas de una
manera no destructiva mediante la formacidn de imédgenes por infrarrojos. No obstante, este método da informacién
limitada y aunque es Util para una preseleccion, no se recomienda para la determinacién estructural concluyente. La
MS puede ser usada solo para identificar el elemento de la biblioteca de ligandos. El ligando puede ser secciona-
do del soporte s6lido, la masa molecular puede ser determinada, y posteriormente fragmentada en subespecies para
determinar la estructura de forma concluyente. Los métodos basados en MS para la identificacién de ligandos son
utiles en esta invencion, puesto que requieren poco material, y pueden utilizar pico- a femtomoles de cantidades de
compuesto.

Una combinacién de ambas RMN de alta resolucién y espectrometria de masas puede también ser usada para
identificar los ligandos en esta invencion.

Aislamiento e identificacion del elemento de proteina de union

La proteina de unién puede ser identificada usando cualquier método convencional conocido por el experto en la
técnica. Por ejemplo, la proteina puede ser extraida de perlas e identificada por ejemplo por electroforesis en gel, tal
como electroforesis de gel 2D, espectrometria de masas, tal como MALDI-TOF-MS, RMN, secuenciacion peptidica,
por ejemplo por degradacién de Edman, obtencién de la huella genética de la masa peptidica o cualquier otro método
adecuado. No obstante, se prefiere generalmente que la proteina sea identificada usando métodos “en perla” (véase
mads arriba y abajo).
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En general, una vez que el elemento de unién de ligandos ha sido identificado y aislado con su proteina unida, el
elemento de proteina de unién puede ser identificado. No obstante, en algunas formas de realizacién de la invencién
el elemento de unidn a proteinas puede ser identificado antes que el ligando o puede ser identificado simultdneamente.

En una forma de realizacién, una perla de resina que contiene el par de unién es cortado en dos porciones. Una
parte de la perla se utiliza para identificar el ligando, mientras que la otra parte se utiliza para identificar la proteina.
Esto puede ser realizado, por ejemplo, mediante la realizacion de degradacién sistemadtica de la proteina en perla. La
mayoria de las veces, la proteina puede ser descompuesta enzimaticamente en sus péptidos constituyentes, por ejemplo
usando una proteasa, tal como tripsina u otras peptidasas conocidas. Protocolos generales para la descomposicién en-
zimatica de proteinas durante el andlisis proteémico pueden ser encontrados, por ejemplo, en 2-D Proteome Analysis
Protocols, A.J. Link (Ed), 1st Ed, 1999, Humana Pr: Totowa. Dada la naturaleza hidrofilica de las resinas, la tripsina
funciona eficazmente en perlas, y puede dividir eficazmente proteinas nativas, al igual que proteinas que han sido
modificadas de manera covalente con una sonda de deteccion. El nimero de péptidos razonablemente dimensionados
generados por seccionamiento enzimatico es mejorado si las proteinas son primero desnaturalizadas. La desnaturali-
zacion es facilmente realizada en perla, por ejemplo, en resinas basadas en PEG que son robustas y disueltas en la
mayoria de desnaturalizantes usados, tales como guanidina HCl y urea. Por el contrario, la desnaturalizacién puede
ser obtenida por cambios drésticos de temperatura y de pH. Otras enzimas de seccionamiento pueden ser usadas, por
ejemplo, endoproteasa Arg-C, endoproteasa Lys-C, quimiotripsina, endoproteasa Asp-N, y endoproteasa Glu-C. A
veces, los productos quimicos tales como CNBr (como se describe, por ejemplo, en Compagnini et al., 2001, Proteo-
mics, 1: 967-74) y [cis-Pd(en)(H,0)2]** (como se describe, por ejemplo, en Milovic et al., 2002, J. Am. Chem. Soc.,
124, 4759-69) pueden ser usados para degradar una proteina en sus péptidos constituyentes.

De forma alternativa, el ligando identificado puede ser resintetizado y acoplado a un soporte de afinidad tal como
sefarosa o sefacril, y el elemento de proteina purificado por cromatografia de afinidad. La mezcla de proteina no
marcada es aplicada a la columna de afinidad y, después del lavado de la proteina no unida, la proteina unida es eluida
con el ligando solubilizado. Esta via requiere mucho tiempo y reactivo. El ligando debe primero ser sintetizado y
purificado, y luego fijado al soporte de afinidad. También deberia ser producido en cantidades suficientes para que
la concentracion requerida pueda utilizarse para eluir la proteina de la columna de afinidad. De forma alternativa,
tampones de diferente pH, con alto contenido en sal y/o desnaturalizantes pueden utilizarse para eluir la proteina. A
veces puede ser dificil eluir protefnas multiméricas de columnas de afinidad usando un ligando monovalente debido a
los efectos de avidez.

Para acelerar el proceso y aliviar los problemas mencionados, la proteina puede ser degradada en péptidos mientras
que sigue estando unida a su compafiero de union de ligandos, y los péptidos generados son analizados. Por ejemplo,
el ligando se vuelve a sintetizar a pequefia escala (25-50 perlas) en una resina qtil, preferiblemente la misma resina
usada para sintesis de la biblioteca, tal como resina PEGA4000 o resina PEGA6000. Después de la unién de proteina
no marcada de la mezcla y lavado de la proteina no unida, el complejo de ligando-proteina puede ser inmediatamente
degradado en péptidos constituyentes bien enzimdtica o quimicamente, usando procesos conocidos y reactivos y los
péptidos pueden ser analizados, por ejemplo, por obtencion de la huella genética de la masa peptidica, u otros métodos
conocidos. Usando este proceso, diferentes complejos de proteina-ligando pueden rapidamente ser digeridos. Este
proceso puede ser facilmente automatizado.

La proteina unida al ligando puede ser identificada por cualquier método adecuado tal como MS o secuenciacion de
degradacion de Edman. Para protocolos generales sobre la identificacion de proteinas usando técnicas de proteémicos,
véase, por ejemplo, 2-D Proteome Analysis Protocols, A.J. Link (Ed), 1st Ed, 1999, Humana Pr: Totowa. La proteina
puede ser identificada a partir de su huella digital de la masa peptidica, por ejemplo, mediante la masa de algunos
péptidos constituyentes obtenidos de digestas enzimdticas. La masa de la mezcla de péptidos generados de las proteinas
digeridas puede ser determinada usando MALDI-TOF-MS o ES-MS. Las masas o huellas digitales peptidicas se
utilizan para buscar bases de datos de proteinas conocidas y productos genéticos para identificar la(s) proteina(s).
Para aumentar la exactitud de la identificacién de proteina en la ausencia de otra informacién de limitacion tal como
ul 'y masa, los resultados de diferentes digestas usando diferentes procesos para el seccionamiento son combinados.
En vez de, o ademds de, la generacion de huellas digitales peptidicas, un tnico péptido de la proteina puede ser
fragmentado, y su secuencia de aminodcidos determinada. La secuencia puede utilizarse para identificar proteinas
conocidas y desconocidas, por ejemplo, por comparacion con bases de datos de proteinas. El uso de MS para identificar
las proteinas(s) estd bien ajustado a la degradacién de complejos de proteinas en perlas individuales, puesto que se
requiere muy poco material para la identificacién (pico-femtomoles). De forma alternativa, las proteinas pueden ser
identificadas usando secuenciacién N-terminal por medio de la degradaciéon de Edman; a condicién de que el N-
término no sea bloqueado. Esto generalmente requiere cantidades mayores de material (picomoles).

Ligandos y proteinas

Los ligandos, protefnas y par de unién de ligando/proteina pueden ser identificados por los métodos segin la
invencion.

El ligando puede ser un candidato de fairmaco potencial. El ligando puede por ejemplo ser un candidato de farmaco
para el tratamiento de una enfermedad neopldsica o preneoplasica una enfermedad autoinmunolégica, una enferme-
dad infecciosa, una enfermedad cardiovascular, trastornos del sistema nervioso central, enfermedades metabdlicas,
enfermedades endocrinas o una enfermedad inflamatoria.
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Los ligandos pueden ser los ligandos directamente identificados mediante la invencién u homélogos funcionales
de los mismos. Mediante el término “homdlogo funcional” se entiende una molécula preferiblemente estructuralmen-
te similar, que es capaz de asociarse especificamente con la(s) misma(s) proteina(s). Preferiblemente, “homdélogos
funcionales” son homologos estructurales. Preferiblemente, los ligandos son ligandos aislados, mds preferiblemente
aislados y purificados.

Por lo tanto, los ligandos pueden ser seleccionados del grupo que consiste en ligandos que comprenden o mas
preferiblemente que consisten en

Pip-Pal-Pal-Phe-Pya-Pip [SEC ID NO: 7];
Pya-Hyp-Hyp-Phe-Acm-Tyr [SEC ID NO: 8];
Pya-Gua-Pip-Acc-Phe-Pip [SEC ID NO: 9];
Phe-Aze-Gly-His-Gly-Aze [SEC ID NO: 10];
Phe-Thr-Pya-Pip-Asp-His [SEC ID NO: 11];
Phe-Ppy-Acc-Ala-Ppy-Hpy [SEC ID NO: 12];
Phe-Thr-Tyr-Phe-Ala-Lys [SEC ID NO: S1J;
His-Tyr-Pip-Thr-Acm-Abi [SEC ID NO: 52];
Tyr-Pip-Thr-Acm-Aze-His [SEC ID NO: 53];
Phe-Phe-Phe-Pip-Aze-Gua [SEC ID NO: 54];
Phe-Gua-Asp-Abi-His-Aze [SEC ID NO: 55];
Phe-Abi-Pal-Hyp-Thr-Hyp [SEC ID NO: 65];
Phe-Gua-Pal-Tyr-Gua-Tyr [SEC ID NO: 66];
Pal-Abi-Gly-Gly-Abi-His [SEC ID NO: 67];
Abi-Thr-Hyp-Hyp-His- [SEC ID NO: 68];
Pya-Gua-Abi-Asp-Abi-Tyr [SEC ID NO: 69];
Abi-Phe-Abi-Phe-Che-Tyr [SEC ID NO: 18];
Pal-Gly-Abi-Hyp-Pya-Trp [SEC ID NO: 56]
Lys-Met-Hyp-Trp-Tyr-Gua [SEC ID NO: 57];
Phe-Asp-Trp-Gua-Thr-Gua [SEC ID NO: 58];
T(Sa)-F-N-H-S [SEC ID NO: 19];
T(Sa)-F-A-L-V [SEC ID NO: 20];
T(Sa)-F-G-I-W [SEC ID NO: 21];
T(Sa)-F-G-I-M [SEC ID NO: 22];
T(Sa)-G-V-F-L [SEC ID NO: 23];
T(Sa)-Y-S-M-P [SEC ID NO: 24];
T(Sa)-L-S-W-W [SEC ID NO: 25];
T(Sa)-H-W-H-1 [SEC ID NO: 26];
T(Sa)-H-W-V-V [SEC ID NO: 27];
T(Sa)-H-L-G-Y [SEC ID NO: 28];
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T(Sa)-I-Y-L-F [SEC ID NO: 29];

T(Sa)-F-G-L-M [SEC ID NO: 30];

T(Sa)-W-V-N-M [SEC ID NO: 31];

T(Sa)-M-V-N-W [SEC ID NO: 32];

T(Sa)-H-I-G-Y [SEC ID NO: 33];

T(Sa)-L-Y-L-F [SEC ID NO: 34];

T(Sa)-H-W-H-L [SEC ID NO: 35];

T(Sa)-F-V-W-H [SEC ID NO: 36];

T(Sa)-Y-G-A-M [SEC ID NO: 59];

T(Sa)-L-Y-I-F [SEC ID NO: 37];

T(Sa)-S-V-W-F [SEC ID NO: 60];

T(Sa)-H-Y-F-F [SEC ID NO: 61];

T(Sa)-I-Y-Y-F [SEC ID NO: 62];

T(Sa)-Q-P-G-M [SEC ID NO: 63];

T(Sa)-G-P-H-G [SEC ID NO: 64];

ManS-Gly-ManS-Asp-Asn-Ala [SEC ID NO: 38];

ManS-Gly-GIcNN-Asn-ManS-Tyr [SEC ID NO: 39];

ManN-Phe-Trp-Ser-Lys-His [SEC ID NO: 40];

GIcNN-Trp-Phe-Asp-Trp-Pro [SEC ID NO: 41];

GIcNN-Val-GIcNN-His-ManS-Gly [SEC ID NO: 42];

ManN-ManS-ManN-Trp-Ser-Trp [SEC ID NO: 43];

Gly-Pro-Lys-Lys-Tyr-His [SEC ID NO: 44]; o

His-Thr-Trp-Gly-Tyr-Trp [SEC ID NO: 45]; u

homélogos funcionales de los mismos.

Homodlogos funcionales son compuestos preferiblemente relacionados estructuralmente capaces de interactuar con
la(s) misma(s) proteina(s). Preferiblemente, homodlogos funcionales comprenden 1, como 2, por ejemplo 3 sustitucio-
nes, preferiblemente una sustitucién de un monémero por otro, preferiblemente una sustitucién de un aminoacido por
otro. Preferiblemente dicha sustitucién es una substitucién conservadora.

Por lo tanto, un ligando comprendiendo o que consiste en Pip-Pal-Pal-Phe-Pya-Pip [SEC ID NO: 7] al igual que
un par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y quinasa de cadena ligera de la miosina
activada por Ca*/calmodulina, regulador de la variante de sefializacion de proteina G (RGS 14), componente de ATP-
sintasa (subunidad e), citocromo P450, proteinas ribosémicas (60s) o SPTR, pueden ser identificados mediante la
presente invencion.

Ademis, un ligando que comprende o que consiste en Pya-Hyp-Hyp-Phe-Acm-Tyr [SEC ID NO: 8] al igual que un
par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y troponina T, quinasa de cadena ligera de la
Miosina activada por Ca2+/calmodulina o proteina quinasa dependiente de cGMP pueden ser identificados mediante
la presente invencion.

Ademds, un ligando comprendiendo o que consiste en Pya-Gua-Pip-Acc-Phe-Pip [SEC ID NO: 9] al igual que

un par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y NADH-deshidrogenasa, componente de
unién de ATP, Miosina, o proteina asociada a Histona pueden ser identificados mediante la presente invencion.
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Ademads, un ligando comprendiendo o que consiste en Phe-Aze-Gly-His-Gly-Aze [SEC ID NO: 10] al igual que
un par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y proteinas hipotéticas (gi 20474763);
proteinas ricas en cisteina y tirosina de funcién desconocida, ATP-sintasa mitocondrial; proteinas ribosémicas (60s
serie L) o SPTR pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademéds, un ligando comprendiendo o que consiste en Phe-Thr-Pya-Pip-Asp-His [SEC ID NO: 11] al igual que
un par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y canal de sodio (gi 18591322), canal de
cloruro (gi 6978663/4502867), troponina I (gi 1351298); proteina de dedos de Zn (gi 18591322); SPTR (portador de
soluto dependiente de Ca peroxisomal (putativo) (gi 12853655); receptor Beta-2 adregénico (gi 12699028) pueden ser
identificados mediante la presente invencion.

Ademads, un ligando que comprende o que consiste en Phe-Ppy-Acc-Ala-Ppy-Hpy [SEC ID NO: 12] al igual que
un par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y troponina T, fosfolipasa C, o acil esterol
fosfatidicolina transferasa pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademads, un ligando que comprende o que consiste en Phe-Thr-Tyr-Phe-Ala-Lys [SEC ID NO: 13] al igual que un
par unién de protefna-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y proteina serina/treonina quinasa (gi 5730055);
anhidrasa carbénica VII (gi 10304383) pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste His-Tyr-Pip-Thr-Acm-Abi [SEC ID NO: 14] al igual que un
par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho complejo de ligando y ciclina A-CDK2 de cadena C
P27 (g12392395); proteina Hipotética XP_154035 pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en Phe-Abi-Pal-Hyp-Thr-Hyp [SEC ID NO: 65] al igual que un
par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y proteina asociada a dedos de zinc, proteinas
ribosémicas, o proteina fosfatasa pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en Phe-Gua-Pal-Tyr-Gua-Tyr [SEC ID NO: 66] al igual que un
par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y Glucosa-6-fosfatasa, succinato deshidroge-
nasa, proteina interactuante con ARL, SPTR, o proteina de unién a dcidos nucleicos pueden ser identificados mediante
la presente invencion.

Ademads, un ligando comprendiendo o que consiste en Pal-Abi-Gly-Gly-Abi-His [SEC ID NO: 67] al igual que un
par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y proteina ribosémica 60s, proteina ribosémica
40s, o receptor de lipoproteina de baja densidad pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en Abi-Thr-Hyp-Hyp-His [SEC ID NO: 68] al igual que un par
de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y fosfofructoquinasa, proteina de unién de selenio,
proteina quinasa rica en arginina y serina, guanilato-quinasa, proteina tirosina quinasa, fosfatasa alcalina, Simporter,
SPTR, proteina WAP, GTP hidrolasa, o filamento de actina pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en Pya-Gua-Abi-Asp-Abi-Tyr [SEC ID NO: 69] al igual que un
par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y SPTR (gi 20869775); proteinas ribosémicas
(60s) (gi 20875941/6677773); (canal de calcio (gi 3202010); isoforma de proteina de canal Slo (gi 3644046); canal
activado con calcio de conductancia de potasio (gi 6754436, NP 034740); regulador de sefializacién 8 de proteina G
(gi 9507049) pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en Abi-Phe-Abi-Phe-Che-Tyr [SEC ID NO: 18] al igual que un
par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y catepsina E, proteina ribosémica, proteina
de unién de actina, o aminodcido transferasa pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-F-N-H-S [SEC ID NO: 19] al igual que un par de
unioén de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y fosfato acetil transferasa, proteina de impacto 4cido,
o subunidad de factor de conversion de molibdopterina pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-F-A-L-V [SEC ID NO: 20] al igual que un par de unién
de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y chaperona DnaK o transposasa pueden ser identificados
mediante la presente invencion.

Ademis, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-F-G-I-W [SEC ID NO: 21] al igual que un par de
unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando e histidina sintetasa o aspartato carbamoil transferasa
pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-F-G-I-M [SEC ID NO: 22] al igual que un par de

unioén de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y transposasa, regulador transcripcional, o GroEL
pueden ser identificados mediante la presente invencion.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 318 266 T3

Ademads, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-G-V-F-L [SEC ID NO: 23] al igual que un par de
unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y proteina ribosémica 50 S, lipoprotelna de unién a
hemo, regulador para D-glucarato, D-glicerato y D-galactarato, o glutamina ARNTt sintetasa pueden ser identificados
mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-Y-S-M-P [SEC ID NO: 24] al igual que un par
de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y biotina sintetasa, UDP-glucosa deshidrogenasa,
proteina tirosina quinasa, o proteinas de complejo de dcido graso-oxidasa pueden ser identificados mediante la presente
invencion.

Ademads, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-L-S-W-W [SEC ID NO: 25] al igual que un par de
unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y 7-alfa-hidroxiesteriode deshidrogenasa dependiente
de NAD, homocisteina transferasa, nitrato-reductasa, lactato deshidrogenasa, o citrato sintetasa pueden ser identifica-
dos mediante la presente invencion.

Ademads, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-H-W-H-I [SEC ID NO: 26] al igual que un par de
unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y Manosa-1-fosfato guanil transferasa o isopropil
malato deshidrogenasa puede ser identificado mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-H-W-V-V [SEC ID NO: 27] al igual que un par de
unién de protefna-ligando aislado comprendiendo dicho ligando, aspartato descarboxilasa dependiente de Piruvoil,
colicina E2, o histidina quinasa pueden ser identificados mediante la presente invencién. Ademds, un ligando que
comprende o que consiste en T(Sa)-H-L-G-Y [SEC ID NO: 28] al igual que un par de unién de proteina-ligando aislado
comprendiendo dicho ligando e isomerasa fosfomanosa pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademis, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-I-Y-L-F [SEC ID NO: 29] al igual que un par de
unién de protefna-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y ATP sintetasa unida a la membrana o ATP hidrolasa
pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademads, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-F-G-L-M [SEC ID NO: 30] al igual que un par de
unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y Hemolisina C, sistema de transporte de potasio de
alta afinidad, quinona oxidorreductasa, o NA(D)PH oxidorreductasa dependiente de ferrodoxina pueden ser identifi-
cados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-W-V-N-M [SEC ID NO: 31] al igual que un par de
unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y transposasa o proteina de membrana interna para
fijacion al fago pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademéds, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-M-V-N-W [SEC ID NO: 32] al igual que un par de
unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y helicasa dependiente de ATP o mob C pueden ser
identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-H-I-G-Y [SEC ID NO: 33] al igual que un par
de unién de ligando-proteina comprendiendo dicho ligando y subunidad Fimbrial o piruvato-quinasa de membrana
externa pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademads, un ligando comprendiendo o que consiste en T(Sa)-L-Y-L-F [SEC ID NO: 34] al igual que un par de
unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y proteina Fimbrial, precursor de fosfatasa alcalina,
proteinas relacionadas con citocromo pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademis, un ligando comprendiendo o que consiste en T(Sa)-H-W-H-L [SEC ID NO: 35] al igual que un par
de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y corismato mutasa, xantina deshidrogenasa, o
carbamoil fosfato sintetasa pueden ser identificados mediante la presente invencién.

Ademads, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-F-V-W-H [SEC ID NO: 36] al igual que un par de
unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y NADH-deshidrogenasa, proteina implicada en la
biosintesis flagelar y componente de conmutacién motriz, proteina de unién a lisina-arginina-ornitina, o componente
de unién de ATP de proteina de transporte de glicina-betaina-prolina pueden ser identificados mediante la presente
invencién. Ademads, un ligando que comprende o que consiste en T(Sa)-L-Y-I-F [SEC ID NO: 37] al igual que un par
de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y Colicina, lipoproteina de membrana externa, o
arilsulfatasa pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en ManS-Gly-ManS-Asp-Asn-Ala [SEC ID NO: 38] al igual
que un par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y Con A o lectina de P. sativum pueden
ser identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en ManS-Gly-GIcNN-Asn-ManS-Tyr [SEC ID NO: 39] al igual

que un par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y Con A, lectina de P. sativum, o lectina
de L. culinaris pueden ser identificados mediante la presente invencion.
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Ademds, un ligando que comprende o que consiste en ManN-Phe-Trp-Ser-Lys-su [SEC ID NO: 40] al igual que
un par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y Con A o lectina de P. sativum pueden ser
identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en GIcNN-Trp-Phe-Asp-Trp-Pro [SEC ID NO: 41] al igual que
un par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y Con A pueden ser identificados mediante
la presente invencion.

Ademds, un ligando comprendiendo o que consiste en GIcNN-Val-GIcNN-His-ManS-Gly [SEC ID NO: 42] al
igual que un par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y Con A o lectina de P. sativum
pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademéds, un ligando que comprende o que consiste en ManN-ManS-ManN-Trp-Ser-Trp [SEC ID NO: 43] al igual
que un par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y Con A, lectina de P. sativum, o lectina
de L. culinaris pueden ser identificados mediante la presente invencién.

Ademis, un ligando que comprende o que consiste en Gly-Pro-Lys-Lys-Tyr-His [SEC ID NO: 44] al igual que un
par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y Con A, lectina de P. sativum, o lectina de L.
culinaris pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Ademds, un ligando que comprende o que consiste en His-Thr-Trp-Gly-Tyr-Trp [SEC ID NO: 45] al igual que un
par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y Con A pueden ser identificados mediante la
presente invencion.

Ademads, un ligando que comprende o que consiste en Pal-Gly-Abi-Hyp-Pya-Trp [SEC ID NO: 56] al igual que un
par de unién de proteina-ligando aislado comprendiendo dicho ligando y NAS putativa sin clasificar (gi 12861084) o
proteina de dedos de zinc 64 Putativa (gi 12849329) pueden ser identificados mediante la presente invencién. Ademads,
ligandos de la férmula I,

R
O '

?H‘ 1{CHa)g—NH2
H

b}

Rz
pueden ser identificados mediante la presente invencion.

Tales ligandos son generalmente aludidos como “AJn”, donde n es un nimero entero. Cada nimero entero n, iden-
tifica un grupo especifico R; y R,, véase por ejemplo Tabla 10. R; y R, pueden ser seleccionados individualmente
de cualquier sustituyente adecuado, por ejemplo alquilo, alquen, alquin, arilo, aminas, aminodcidos, cetonas, ésteres,
dcidos carboxilicos, alcoholes, alcoholes tio, aldehidos, sistemas anulares aromaticos y no arométicos opcionalmente
comprendiendo uno o mas heteroatomos, donde cada uno de los mencionados pueden ser sustituidos con uno o mas
grupos, por ejemplo, halégeno, carbonilo, amino, metoxi, etoxi y/o alcoxi. Preferiblemente, R; y R, pueden indivi-
dualmente ser seleccionados del grupo que consiste en cualquiera de los compuestos mencionados en las tablas 1, 2, 3,
7,8y 9, mas preferiblemente R, es una amina y R, es una cetona, incluso mas preferiblemente R, es seleccionado del
grupo que consiste en los compuestos numerados 3, 4, 7, 8, 10, 15, 60, 61 y 62 en dichas tablas y R, es seleccionado
del grupo que consiste en los compuestos numerados 56, 57, 58 y 59 en dichas tablas. Atin mas preferiblemente los
ligandos segtin la férmula I son seleccionados del grupo que consiste en los ligandos identificados mencionados en
la Tabla 10 maés abajo, incluso mas preferiblemente dichos ligandos son seleccionados del grupo que consiste en los
compuestos AJ10; AJ18, AJ 19 y AJ15, perfilados en la Tabla 10.

Por lo tanto, el ligando puede ser AJ10, el ligando puede ser AJ18, el ligando puede ser AJ19, o el ligando puede
ser AJ15.

Los pares de unién de proteina-ligando aislados que comprenden un ligando de férmula I pueden también ser
identificados mediante la presente invencién. Preferiblemente dicho par de unién de proteina-ligando es seleccionado
del grupo que consiste en los ligandos identificados y las proteinas correspondientes identificadas como se perfila en
la Tabla 10 mas abajo.

El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:

e ligando AJ10 de la tabla 10; y

e enzima convertidora de la angiotensina (P22967) o factor auxiliar de la ribonucleoproteina nuclear U2 (gi
2842676).
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El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando AJ18 de la tabla 10; y
e canal de potasio rectificador 13 interno (Q9QZ65, IRKD_CAVPO); receptor de sulfonilurea 2 (Q63563); o
canal de potasio de conductancia pequefia (P58391).
El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando AJ19 de la tabla 10; y
e proteina 12A de 70kDa proteina de choque térmico (Q8KOU4); proteina serina/treonina quinasa (088866)
o proteina 2 activadora de Ras GTPasa (GAPIm) (P58069).
El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando AJ15 de la tabla 10; y

o factor beta de gluc6geno-sintasa quinasa-3 (AQ9WV60).

Ademés, ligando de férmula II:

O
ArpiHetAr,—Ar/H atarq/lL'ﬁ —X—0OHM

puede ser identificado mediante la presente invencién.

Tales ligandos son generalmente aludidos como “MWn”, donde n es un nimero entero. Cada nimero entero n,
identifica grupos especificos X, Ar,/Hetar, y Ar,/Hetar,, véase por ejemplo tabla 11 y 12. X es una cadena lateral de
un aminodcido natural o innatural, preferiblemente cualquiera de los aminodcidos indicados en las tablas 1,233y 7.
Mais preferiblemente, X es seleccionado del grupo que consiste en cadenas laterales del compuesto 3 a 47,64 a 75y
106 como se indica en las tablas 1,2,3 3 y 7 aqui abajo. Ar,/Hetar, es un grupo arilo o heteroarilo de un haloécido.
Preferiblemente Ar,/Hetar, es seleccionado del grupo que consiste en los compuestos 76 a 81 como se indica en
la tabla 7 aqui abajo. Ar,/Hetar, es un grupo arilo o heteroarilo de un éster borénico. Preferiblemente Ar,/Hetar,
“estd seleccionado del grupo que consiste en los compuestos 82 a 101 como se indica en la tabla 8 mds abajo. Més
preferiblemente, el ligando de férmula II es seleccionado del grupo de ligandos identificado en las tablas 11 y 12 aqui
abajo, incluso mds preferiblemente el ligando de férmula IT es MW1 o MW2 o MW14 0 MW 15 0o MW16 o MW20 o
MW21 0 MW22 0 MW23 0 MW37 segtin se identifica en las tablas 11 y 12 aqui abajo.

Pares de unién de proteina-ligando aislados que comprenden un ligando de férmula II pueden también ser iden-
tificados mediante la presente invencidn. Preferiblemente dicho par de unién de proteina-ligando es seleccionado del
grupo que consiste en los ligandos identificados y las proteinas correspondientes identificadas como se perfila en las
tablas 11y 12 aqui abajo.

El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:

e ligando MW1 de tabla 11;y

e antigeno APK1 (2134769) o Hialuronano sintasa 2 (gi 12049586).

El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando MW2 delatabla 11;y

o antigeno APKI (2134769) o Hialuronano sintasa 2 (gi 12049586).
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El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando MW14 de latabla 11;y

e producto de proteina sin nombre (26336134); serina/treonina quinasa 9 dependiente de serina/treonina
9/cilina (23371297/4507281); Caveolina 1(gi 4972627/AAD347221) o (V) glicoproteina de revestimiento
(gi 3832399).

El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando MW15 de latabla 11;y

e producto de proteina sin nombre (26336134); serina/treonina quinasa 9 dependiente de serina/treonina
quinasa 9/cilina (23271297/4507281); Caveolina 1 (gi 4972627/AAD347221) o (V) glicoproteina de re-
vestimiento (gi 3832399).

El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando MW16 de la tabla 11; y

e receptor con 7 hélices transmembrana (gi 21928697); polipéptido de la caja DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) (gi
19527256); precursor mito de la proteina ribosémica L12 60s (gi 1710600); (V) proteina de unién a HLA
(gi 1279435) o subunidad grande de ribonucleétido reductasa (gi 30984467).

El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando MW20 de la tabla 12;y
e citocromo P450 2C23 (epoxigenasa de dcido araquidénico) (CYPIIC23, P24470); Calcitonina de isoforma
de empalme, variante desplazada de precursor de la Calcitonina P41547 (CALO_CANFA, P22892) o su-
bunidad gamma-1 del complejo AP-1 de proteinas adaptadoras con subunidad gamma-1 de adaptador de
Golgi HA1/AP1 adaptina) (P41547-00-00-00).
El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando MW?21 de la tabla 12;y
e citocromo P450 2C23 (epoxigenasa de 4dcido araquidénico) (CYPIIC23, P24470); Calcitonina de isoforma
de empalme, variante desplazada de precursor de Calcitonina P41547 (CALO_CANFA, P22892) o subuni-
dad gamma-1 de complejo AP-1 de proteinas adaptadoras con subunidad gamma-1 de adaptador de Golgi
HA1/AP1 adaptina) (P41547-00-00-00).
El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando MW?22 de la tabla 12; y
e citocromo P450 2C23 (epoxigenasa de dcido araquidénico) (CYPIIC23, P24470); Calcitonina de isoforma
de empalme, variante desplazada de precursor de Calcitonina P41547 (CALO_CANFA, P22892) o subuni-

dad gamma-1 de complejo AP-1 de proteinas adaptadoras con subunidad gamma-1 de adaptador de Golgi
HAT1/AP1 adaptina) (P41547-00-00-00).

El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando MW23 de la tabla 12; y

e proteina con dedos de zinc 198 (Fusionada en proteina de trastornos mieloproliferativos) (QOUbW7) o
producto de proteina sin nombre (gi 12844245).
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El par de unién de ligando-proteina puede consistir en:
o ligando MW37 de la tabla 12; y

e treonina serina quinasa (gi 474842); precursor de Hemopexina (Beta-1B-glicoproteina) (P02790) o com-
ponente de ribonucleoproteina pequefia nuclear US de 116 kDa (O08810).

Ademds, ligandos de formulas I1la), I1Ib), IIc), IT1d), Ile) o IIIf):

a) O
s
) HX ;(1'-0H 8}
NH
o H—Xs-Xz-;( -OH -x1 -OH

IH-)Q Ky- x,- IH XXy !(g -X4-OH

pueden también ser identificados mediante la presente invencion.

Tales ligandos son generalmente aludidos como “HYn”, donde n es un nimero entero. Cada nimero entero n,
identifica grupos especificos X*, X;, X,, X; y Xy, ver por ejemplo la tabla 13. X, X,, X3 y X, son individualmente
seleccionados del grupo que consiste en aminodcidos naturales e innaturales. Preferiblemente, X, X,, X5 y X, pueden
individualmente ser seleccionados del grupo que consiste en los aminodcidos mencionados en las tablas 1, 2, 3, 7
y 9, més preferiblemente X;, X,, X; y X4 pueden individualmente ser seleccionados del grupo que consiste en los
compuestos 3,4,5,7,9,12, 13,15, 17, 19 a 22, 24, 28, 45, 47, 73, 106 y 127 como se perfila en las tablas 1, 2, 3, 7
y 9 aqui abajo. X* es un aminoécido natural o innatural, preferiblemente cualquiera de los aminodcidos mencionados
en las tablas 1, 2, 3, 7 y 9 aqui abajo, incluso mas preferiblemente X* es seleccionado del grupo que consiste en los
compuestos 8, 39, 40, 41 y 43 como se perfila en tablas 1 y 3 aqui abajo. Ligandos preferidos de féormulas IIla) IIIb),
IIIc), 111d), IlTe) o IIIf) son HY1 o HY2 que se indican en la tabla 13 aqui abajo.

Pares de unién de proteina-ligando aislados que comprenden un ligando de cualquiera de las férmulas IlIa) IIIb),
[IIc), 111d), I1Ie) o IIIf) pueden también ser identificados mediante la presente invencion. El par de unién de proteina-
ligando puede consistir en:

e ligando HY1 de la tabla 13; y

e proteina de unién 1 de la proteina quinasa C también contiene un dominio con dedos de zinc con la pro-
tefna 8) (Q9U1U4) o proteina G(S) de unién de nucledtidos de guanina, subunidad alfa (proteina alfa G
estimulante de Adenilato ciclasa) (PO48949).

El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:

e ligando HY2 de la tabla 13; y
e proteina quinasa byr2 (proteina quinasa ste8) (quinasa MAP) (P28829); similar a la proteina quinasa 2

(testicular) (Q885R6) o tiamina-trifosfatasa (Q8CgV7).

Ademds, ligandos segiin la férmula IV:

pueden también ser identificados mediante la presente invencion.
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Tales ligandos generalmente son aludidos como “HYn”, donde n es un nimero entero. Cada nimero entero n,
identifica grupos especificos R;, R, y R;, véase por ejemplo la tabla 14. R, es una cadena lateral de un aminodcido
natural o innatural, preferiblemente la cadena lateral de un aminodcido seleccionado del grupo que consiste en los
aminodcidos mencionados en las tablas 1, 2, 3, 7 y 9, més preferiblemente R, es la cadena lateral de un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en el compuesto 3, 4, 12, 13, 15, 20 a 24, 28, 29, 31, 47, 64, 66, 67, 71, 73, 74,
103 a 106 y 128 como se perfila en las tablas 1, 2, 3, 7 y 9 mds abajo o R, es la cadena lateral de un aminodacido
seleccionado del grupo que consiste en el compuesto 3 a 47 como se perfila en las tablas 1, 2, y 3 mds abajo. R,
es un grupo acilo o un grupo hidrégeno. En particular, si el grupo carbonilo opcional estd presente se prefiere que
R, sea hidrégeno. Si dicho grupo carbonilo opcional no estd presente, R, es preferiblemente un grupo acilo, mas
preferiblemente R, es seleccionado del grupo que consiste en los compuestos 117 a 126 como se perfila en la tabla 9
mads abajo. R; es un arito o alquilo, que puede opcionalmente ser sustituido, preferiblemente R; es seleccionado del
grupo que consiste en los compuestos 103 a 116 y 128 como se perfila en la tabla 9 mas abajo. Ligandos preferidos
de la férmula IV son cualquiera de los ligandos identificados mencionados en la tabla 14, ligandos mds preferidos son
HY6 0o HY7 0 HY8 0 HY9 como se indica en la tabla 14 mas abajo.

Pares de unién de proteina-ligando aislados que comprenden un ligando de la férmula IV. Véase P.39 para defini-
cién. Preferiblemente dicho par de unién de proteina-ligando es seleccionado del grupo que consiste en los ligandos
identificados y las proteinas correspondientes identificadas como se perfila en la tabla 14 mds abajo. El par de unién
de proteina-ligando puede consistir en:

e ligando HY6 de tabla 14; y

e cadena Miosina (Q63358) o factor de represion NF-kappa B (factor de transcripcion proteina ITBA4)
(015226). El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:

El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando HY7 de la tabla 14; y

e proteina con dedos de zinc 339 (Q9BRPO) u homdlogo RADS2 a la proteina de reparaciéon del ADN
(P43351).

El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando HY8 de la tabla 14; y

e proteina con dedos de zinc 339 (QI9BRPO) u homdlogo RADS2 de proteina de reparaciéon del ADN
(P43351).

El par de unién de proteina-ligando puede consistir en:
e ligando HY9 de la tabla 14; y

e proteina con dedos de zinc 339 (Q9BRPO) u homélogo RADS2 de proteina de reparacién del ADN
(P43351).

Ademais, ligandos preferidos son ligandos capaces de asociarse, preferiblemente asociarse especificamente con
una o mds proteinas seleccionadas del grupo que consiste en quinasa de cadena ligera de la miosina activada con
Ca2+/calmodulina (gi 284660), variante del regulador de sefializacién de la proteina G (RGS14) (gi 2708808), com-
ponente de ATP-sintasa (subunidad e) (gi 258788), citocromo P450 (gi 544086), proteinas ribosémicas (60s) (gi
21426891), SPTR (gi 20837095), troponina T (gi 547047), proteina quinasa dependiente de cGMP (gi 284660),
NADH-deshidrogenasa, componente de unién de ATP (gi 18598538), polipéptido pesado 9 de Miosina (gi 13543854),
proteinas asociadas a histona (gi 20893760), proteinas hipotéticas (gi 20474763), proteinas ricas en cisteina y tirosi-
na de funcién desconocida (gi 17064178), ATP sintasa mitocondrial (gi 13386040), SPTR (gi 12842570), (canal de
sodio (gi 18591322), canal de cloruro (gi 6978663/4502867), troponina I (gi 1351298); proteina con dedos de zinc
(gi 18591322), portador de soluto dependiente de Ca peroxisomal SPTR (putativo) (gi 12853685), receptor Beta-
2 adrenérgico (gi 12699028), proteinas hipotéticas, fosfolipasa C, fosfatidicolina acil esterol transferasa (400167;
LCAT-PIG 9), proteina serina/treonina quinasa (gi 5730055), anhidrasa carbénica VII (gi 10304383), complejo P27
ciclina A-CDK2 de cadena C (gi 2392395); proteina Hipotética XP_154035, N4-(O-glucosaminil-L-asparaginasa;
(g17435941), elemento II de la subfamilia A de 4 dominios de expansién de membrana (gi7435941), proteina hipo-
tética XP_043250 (gi 14773490), proteina asociada con dedos de zinc (gi 20304091), proteinas ribosémicas 40S de
serie L (gi 206736/133023), glucosa-6-fosfatasa (gi 6679893/15488608), succinato deshidrogenasa, proteina de in-
teracciéon con ARL (gi 4927202), SPTR (gi 12834839), proteina de unioén a dcidos nucleicos, proteina ribosémica
(60s + 40s) (gi 20875941/6677773 y gi 20846353), receptor de lipoproteina de baja densidad (gi 20846353), fosfo-
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fructoquinasa (gi 7331123), proteina de unién de selenio (gi 8848341/6677907); proteina quinasa rica en arginina y
serina, guanilato quinasa (gi 20986250), proteina de interaccién de actina, SPTR (gi 20869775), canal de calcio (gi
3202010), isoforma de proteina de canal Slo (gi 3644046), canal activado con calcio de conductancia de potasio (gi
6754436, NP 034740), regulador de sefializacion 8 de proteina G (gi 9507049), (catepsina E (gi 4503145), proteinas
ribosémicas (60s Serie L) (gi 20826861), NAS putativa sin clasificar (gi 12861084), proteina con dedos de zinc 64 pu-
tativa (gi 12849329), glicoproteina de superficie celular (gi 23603627), proteina hipotética (XP-179829; gi 14720727),
receptor nuclear huérfano similar a hsp40 (NRID 26166582), fosfato acetil transferasa (gi 1799680), proteina de cho-
que acido (gi 1742632), proteina C de biosintesis de molibdopterina (gi 15800534), chaperona DnaK (dnak_E. coli),
hidrolasa putativa (yhaG_E. coli), transposasa (gi 158316821), peroxidasa de citocromo C (yhjA_E. coli), histidina
sintetasa (gi 15803037), aspartato carbamoil transferasa (pyrl_E. coli), proteina de transporte de permeasa putati-
va (bO831_E. coli), proteina hipotética Orf (yids_E. coli), regulador transcripcional de transposasa (gi 18265863),
GroEL (GroEL_E. coli), proteina implicada en el sistema de transporte de taurina (tauC_E. coli), lipoproteina de
unién a hemo (gi 4062402/40624079), regulador para D-glucarato, D-glicerato y D-galactarato (gi 158294209), gluta-
mina ARNT sintetasa (gi 146168), biotina sintetasa (gi 145425), UDP-glucosa deshidrogenasa (ugd_E. coli), tirosina
proteina quinasa (gi 20140365), proteinas de complejo de oxidasa de dcido graso (gi 145900), 7-alfa-hidroxiesteriode
deshidrogenasa dependiente de NAD (gi 15802033), homocisteina transferasa, nitrato reductasa, lactato deshidrogena-
sa (dld_E. coli), citrato sintetasa (CISY_E. coli), Manosa-1-fosfato guanil transferasa (gi 3243143/ 324314), isopropil
malato deshidrogenasa (guaB E. coli), aspartato descarboxilasa dependiente de piruvoil (gi 3212459), Colicina E2
(g1809671/809683), histidina quinasa (parte pertenece a narQ_E. coli), proteina implicada en la biosintesis de lipopo-
lisacdridos (gi 16131496), fosfomanosa isomerasa (gi 147164), proteina de tipo citocromo C (gi 15802755), proteina
TrwC (TrwC_E. coli). Subunidad b de sector Fo de ATP sintetasa unida a la membrana (atpF_E. coli), ATP hidrolasa
(gi 1407605), Hemolisina C (gi7416115; gi 7438629), sistema de transporte de potasio de alta afinidad (kdpC_E. coli),
quinona oxidorreductasa (qor_E. coli), NA(D)PH oxidorreductasa dependiente de ferrodoxina (fpr_E. coli), transpo-
sasa (gi 161295379), proteina de membrana interna para fijacion en el fago (pspA_E. coli), helicasa dependiente de
ATP (gi 2507332/16128141), Mob C (gi 78702), proteina hipotética Oil (yciL_E. coli), proteina Tral (Tri6_E. coli),
transposasa putativa (gi 16930740), subunidad fimbrial (gi 2125931), piruvato quinasa de la membrana externa (gi
16129507/15531815), precursor de la proteina fimbrial (gi 120422), fosfatasa alcalina (gi 581186), componente de
ATP sensible a citocromo-zinc (cydD_E. coli), aldolasa putativa, corismato mutasa (gi 1800006), xantina deshidro-
genasa (gi 157999), carbamoil fosfato sintetasa (carB_E. coli), glutamato sintasa (NaDPH) (gi 2121143), NADH-
deshidrogenasa (gi 1799644), proteina implicada en la biosintesis flagelar y componente de conmutacién motriz (gi
1580237). Proteina de unién de lisina-arginina-ornitina (ArgT E. coli), componente de unién a ATP de proteina de
transporte de glicina-betaina-prolina (gi 16130591), Colicina (gi 809683), proteina de membrana hipotética (yhiU_E.
coli), lipoproteina de membrana externa (blc_E. coli), Acetli CoA carboxilasa: subunidad beta (gi 146364), citocromo
b (cybC_E. coli), fosfato acetil transferasa (gi 1073573), ureasa: subunidad beta (gi 418161), proteina de transporte de
molibdeno (gi 1709069), subunidad C de glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (gi 146179), proteina de divisién celular
(ftsN_E. coli), transposasa (gi 10955467), serina ARN sintetasa (gi 15830232), Metilasa (gi 1709155), coenzima A
transferasa (gi 1613082), proteina de membrana TraD (TraD_E. coli), helicasa dependiente de ATP: homdlogo de
HrpA (NCBIBAA15034), percursor ydcP de proteasa putativa (NCBI P76104), uroporfirinégeno-descarboxilasa (he-
mE_E. coli), proteina J de exportacion putativa para la ruta secretora general (yhel_E. coli), lectina Concanavalina A
de C. ensiformis (gi:1705573), lectina de P. sativum (gi:490035), lectina de L. culinaris (gi:126145).

Los nimeros indicados entre paréntesis después del nombre de una proteina, (es decir. gi:xxxxxx) se refieren al
nimero de acceso de dicha proteina en la base de datos de proteinas NCBI.

Los pares de unién de proteina-ligando aislados pueden ser identificados por los métodos descritos aqui. Preferi-
blemente, dichos pares de unién de proteina-ligando aislados comprenden al menos uno de los ligandos mencionados
anteriormente y/o al menos una de las proteinas mencionadas anteriormente. Los pares de unién de proteina-ligando
preferidos son cualquiera de los pares de unién de proteina-ligando descritos en los ejemplos mds abajo.

Dianas de farmacos

Es también un objetivo de la presente invencién proporcionar proteinas que sean adecuadas como dianas de far-
macos, por lo tanto una proteina identificada por los métodos segin la invencidn puede ser usada como una diana de
farmaco en un método para identificar uno o mds farmacos para el tratamiento de una condicién clinica.

Una diana de farmaco, como se utiliza en este caso, es una proteina que estd implicada en la causa de un estado de
enfermedad. Esto significa que si esta proteina particular es evitada de ser expresada o evitada de ejercer su funcién
en un sistema modelo, la enfermedad no ocurre del todo o los sintomas son menores y/o menos significantes. Una
proteina es también considerada una diana de farmaco cuando su interaccién con un compuesto (fairmaco potencial)
resulta en modulacién de la enfermedad in vitro y en modelos in vivo.

El tratamiento puede ser profildctico, curativo y/o de mejoramiento. La condicién clinica puede ser cualquier
condicién adecuada clinica, por ejemplo cancer, enfermedades cardiovasculares, enfermedades autoinmunoldgicas,
infecciones, enfermedades inflamatorias, trastornos del CNS, enfermedades metabdlicas, enfermedades endocrinas.

Enfermedades cardiovasculares por ejemplo incluyen hipertrofia cardiaca, cardiopatia coronaria, arritmias cardia-
cas, cardiopatia reumatica, endocardiosis y miocardiopatia hipertréfica.
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En particular, las “proteinas susceptibles de convertirse en firmacos” pueden ser usadas como dianas de farmacos.
El término “proteinas susceptibles de convertirse en fairmacos” se entiende que incluye las proteinas, a las que se unen
uno o mads ligandos especificamente. Por lo tanto, las proteinas identificadas por el presente método son en general
“susceptibles de convertirse en farmacos”.

Se prefiere que las proteinas para el uso como diana de firmaco sean seleccionadas del grupo que consiste en
quinasa de cadena ligera de la miosina activada con Ca2+/calmodulina (gi 284660), regulador de la variante de sefia-
lizacién de la proteina G (RGS 14) (gi 2708808), componente de ATP-sintasa (subunidad e) (gi 258788), citocromo
P450 (gi 544086), proteinas ribosémicas (60s) (gi 21426891), SPTR (gi 20837095), troponina T (gi 547047), proteina
quinasa dependiente de cGMP (gi 284660), NADH-deshidrogenasa, componente de unién de ATP (gi 18598538),
polipéptido pesado 9 de miosina (gi 13543854), proteinas asociadas a histona (gi 20893760), proteinas hipotéticas (gi
20474763), proteinas ricas en cisteina y tirosina de funcién desconocida (gi 17064178), ATP sintasa mitocondrial (gi
13386040), SPTR (gi 12842570), (canal de sodio (gi 18591322), canal de cloruro (gi 6978663/4502867), troponina
I (gi 1351298); proteina con dedos de zinc (gi 18591322), portador de soluto dependiente de Ca peroxisomal SPTR
(putativo) (gi 12853685), receptor adrenérgico beta-2 (gi 12699028), proteinas hipotéticas, fosfolipasa C, transferasa
de acil esterol fosfatidicolina (400167;LCAT-PIG 9), proteina serina/treonina quinasa (gi 5730055), anhidrasa carbé-
nica VII (gi 10304383), complejo P27 ciclina A-CDK2 de cadena C (gi 2392395); proteina hipotética XP_154035,
N4-(O-glucosaminil-L-asparaginasa; (gi7435941), elemento II de subfamilia A de 4 dominios de expansién de mem-
brana (gi7435941), proteina hipotética XP 043250 (gi 14773490), proteina asociada con dedos de zinc (gi 20304091),
proteinas ribosémicas 40S Serie L (gi 206736/133023), glucosa-6-fosfatasa (gi 6679893/15488608), succinato deshi-
drogenasa, proteina de interaccién con ARL (gi 4927202), SPTR (gi 12834839), proteina de unién a dcidos nucleicos,
proteina ribosémica (60s + 40s) (gi 20875941/6677773 y gi 20846353), receptor de lipoproteina de baja densidad (gi
20846353), fosfofructoquinasa (gi 7331123), proteina de unidén con selenio (gi 8848341/6677907); (proteina quinasa
rica en arginina y serina, guanilato quinasa (gi 20986250), proteina de interaccidon de actina, SPTR (gi 20869775),
canal de calcio (gi 3202010), isoforma de proteina de canal Slo (gi 3644046), canal activado con calcio de conduc-
tancia de potasio (gi 6754436, NP 034740), regulador de sefializacion 8 de proteina G (gi 9507049), (catepsina e (gi
4503145), proteinas ribosémicas (60s Serie L) (gi 20826861), NAS putativas sin clasificar (gi 12861084), proteina
con dedos de zinc 64 putativa (gi 12849329), glicoproteina de superficie celular (gi 23603627), proteina hipotética
(XP-179829; gi 14720727), receptor nuclear huérfano similar a hsp40 (NRID 26166582), acetil fosfato transferasa
(gi 1799680), proteina de choque acido (gi 1742632), proteina C de biosintesis molibdopterina (gi 15800534), cha-
perona DnaK (dnak E. coli), hidrolasa putativa (yhaG_E. coli) transposasa (gi 158316821), citocromo C peroxidasa
(ihjA_E. coli), histidina sintetasa (gi 15803037), aspartato carbamoil transferasa (pyrl_E. coli), proteina de transporte
de permeasa putativa (b0831_E. coli), proteina hipotética Orf (yids_E. coli). Transposasa, regulador transcripcional
(gi 18265863), GroEL (GroEL E. coli), proteina implicada en el sistema de transporte de taurina (tauC E. coli),
lipoproteina de unién a hemo (gi 4062402/40624079), regulador para D-glucarato, D-glicerato y D-galactarato (gi
158294209), glutamina ARNT sintetasa (gi 146168), sintetasa de biotina (gi 145425), UDP-glucosa deshidrogenasa
(ugd_E. coli), proteina tirosina quinasa (gi 20140365), proteinas de complejo de oxidasa de dcido graso (gi 145900),
7-alfa-hidroxiesteriode deshidrogenasa dependiente de NAD (gi 15802033), transferasa de homocisteina, nitrato-re-
ductasa, lactato deshidrogenasa (dld_E. coli), citrato sintetasa (CISY_E. coli), Manosa-1-fosfato guanil transferasa (gi
3243143/324314), isopropil malato deshidrogenasa (guaB_E. coli), aspartato descarboxilasa dependiente de piruvoil
(gi 3212459), Colicina E2 (gi809671/809683), histidina quinasa (parte pertenece a narQ_E. coli), proteina implicada
en la biosintesis del lipopolisacérido (gi 16131496), fosfomanosa isomerasa (gi 147164), proteina de tipo citocromo
C (gi 15802755), proteina TrwC (TrwC_E. coli). Subunidad b del sector Fo de ATP sintetasa unida a la membrana
(atpF_E. coli), ATP hidrolasa (gi 1407605), Hemolisina C (gi7416115; gi 7438629), sistema de transporte de pota-
sio de alta afinidad (kdpC_E. coli), quinona oxidorreductasa (qor_E. coli), NA(D)PH oxidorreductasa dependiente de
ferrodoxina (fpr_E. coli), transposasa (gi 161295379), proteina de membrana interna para fijacioén en el fago (pspA_E.
coli), helicasa dependiente de ATP (gi 2507332/16128141), Mob C (gi 78702), proteina hipotética Orf (yciL_E. coli)
proteina Tral (Trié_E. coli), transposasa putativa (gi 16930740), subunidad Fimbrial (gi 2125931), piruvato quinasa de
membrana externa (gi 16129807/15831818), precursor de proteina fimbrial (gi 120422), fosfatasa alcalina (gi 581186),
componente de ATP sensible al citocromo-zinc (cydD_E. coli), aldolasa putativa, Corismato mutasa (gi 1800006), xan-
tina deshidrogenasa (gi 157999), carbamoil fosfato sintetasa (carB_E. coli), glutamato sintasa (gi 2121143), NADH-
deshidrogenasa (gi 1799644), proteina implicada en la biosintesis flagelar y componente de conmutacién motriz (gi
1580237). Proteina de unién de lisina-arginina-ornitina (ArgT_E. coli), componente de unién de ATP de proteina de
transporte de glicina-betaina-prolina (gi 16130591), Colicina (gi 809683), proteina de membrana hipotética (yhiU_E.
coli), lipoproteina de membrana externa (blc_E. coli), Acetli CoA carboxilasa: subunidad beta (gi 146364), citocromo
b (cybC_E. coli), fosfato acetil transferasa (gi 1073573), ureasa: subunidad beta (gi 418161), proteina de transporte de
molibdeno (gi 1709069), subunidad C de glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (gi 146179), proteina de divisién celular
(ftsN_E. coli), transposasa (gi 10955467), serina ARNt sintetasa (gi 15830232), Metilasa (gi 1709155), CoA trans-
ferasa (gi 1613082), proteina TraD de membrana (TraD_E. coli), helicasa dependiente de ATP: homoéloga de hrpA
(NCBIBAA15034), percursor ydcP de proteasa putativa (NCBI P76104), uroporfirinégeno descarboxilasa (hemE_E.
coli), proteina J de exportacién putativa para ruta secretora general (yhelJ_E. coli), Concanavalina A lectina de C.
ensiformis (gi:1705573), lectina de P. sativum (gi:490035), lectina de L. culinaris (gi:126145).

Preferiblemente una protefna seleccionada del grupo que consiste en troponina T (gi 547047); receptor de la hormo-
na del crecimiento; complejo P27 ciclina A-CDK2 de cadena C (gi2392395); proteina Hipotética XP_154035; canal
de sodio (gi 18591322) (M); canal de cloruro (gi 6978663/4502867) (M)) troponina I (gi 1351298); proteina con de-
dos de zinc (gi 18591322) (MA); SPTR (portador de soluto dependiente de Ca peroxisomal (putativo) (gi 12853685);
receptor adrenérgico Beta-2 (gi 12699028), proteina asociada con dedos de zinc (gi 20304091); Glucosa-6-fosfatasa
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(gi 6679893/15488608), succinato deshidrogenasa, proteina interactuante con ARL (gi 4927202); Proteina de unién
a 4cidos nucleicos; fosfofructoquinasa (gi 7331123), proteina de unién de selenio (gi 8848341/6677907), proteina
quinasa rica en arginina y serina; guanilato quinasa (gi 20986250), fosfatasa alcalina; Simporter; proteina WAP; GTP
hidrolasa; filamento de actina; SPTR (gi 20869775) (M); proteinas ribosémicas (60s) (gi 20875941/6677773); (canal
de calcio (gi 3202010) (M); isoforma de proteina de canal Slo (gi 3644046) (M); canal activado con calcio de conduc-
tancia de potasio (gi 6754436, NP_034740) (M); regulador de sefalizacién 8 de proteina G (gi 9507049); catepsina E
(gi 4503145), proteinas ribosémicas (60s serie L)(gi20826861), proteina de unién de actina; aminodcido transferasa;
NAS putativa sin clasificar (gi 12861084); proteina con dedos de zinc 64 putativa (gi 12849329); histidina sintetasa
(gi 15803037); aspartato carbamoil transferasa (pyrl_E. coli); proteina ribosémica 50 S; lipoproteina de unién a hemo
(gi 4062402/40624079), regulador para D-glucarato, D-glicerato y D-galactarato (gi 158294209); glutamina ARNt
sintetasa (gi 146168); aspartato descarboxilasa dependiente de piruvoil (gi 3312459), colicina E2 (gi 809671/809683);
histidina quinasa (parte pertenece a narQ E. coli); fosfomanosa isomerasa (gi 147164); helicasa dependiente de ATP
(gi 2507332/16128141); Mob C (gi 78702); Corismato mutasa (gi 1800006), xantina deshidrogenasa (gi 157999);
carbamoil fosfato sintetasa (carB E. coli); helicasa dependiente de ATP: Homoélogo de hrpA (NCBIBAA15034); per-
cursor ydcP de proteasa putativa (NCBI P76104); Concanavalina A, lectina de P. sativum (gi:490035) y lectina de L.
culinaris (gi:126145) puede ser usada como una diana de fairmaco en un método para identificar uno o mas farmacos
para el tratamiento de una condicion clinica.

Mas preferiblemente la proteina para ser usada como diana de farmaco es seleccionada del grupo que consiste
en canal de sodio (gi 18591322) canal de cloruro (gi 6978663/4502867); proteina con dedos de zinc (gi 18591322)
SPTR (portador de soluto dependiente de Ca peroxisomal (putativo) (gi 12853685); receptor adrenérgico Beta-2(gi
12699028), proteina asociada a dedos de zinc (gi 20304091); Glucosa-6-fosfatasa (gi 6679893/15488608), succinato
deshidrogenasa, proteina interactuante con ARL (gi 4927202); Proteina de uni6n a 4cidos nucleicos; fosfofructoqui-
nasa (gi 7331123), proteina de unién de selenio (gi 8848341/6677907), proteina quinasa rica en arginina y serina;
guanilato quinasa (gi 20986250), canal de calcio (gi 3202010 isoforma de proteina de canal Slo (gi 3644046) canal
activado con calcio de conductancia de potasio (gi 6754436, NP 034740) regulador de sefializacién 8 de proteina G (gi
9507049); regulador de sefializacion 14 de proteina G, catepsina E (gi 4503145), proteina dedos de zinc 64 putativa (gi
12849329); histidina sintetasa (gi 15803037); aspartato carbamoil transferasa (pyrl_E. coli); proteina ribosémica 50 S;
lipoproteina de unién a hemo (gi 4062402/40624079, glutamina ARNt sintetasa (gi 146168); aspartato descarboxilasa
dependiente de piruvoil (gi 3212459), histidina quinasa (parte pertenece a narQ_E. coli); fosfomanosa isomerasa (gi
147164); helicasa dependiente de ATP (gi 2507332/16128141); mob C (gi 78702); Corismato mutasa (gi 1800006),
carbamoil fosfato sintetasa (carB_E. coli); helicasa dependiente de ATP: Homdélogo de hrpA (NCBIBAA15034); canal
de potasio 13 rectificador interno (Q9QZ65, IRKD CAVPO); receptor de sulfonilurea 2 (Q63563); canal de potasio
de conductancia pequefia (P58391), proteina serina/treonina quinasa (088866); proteina activadora 2 de Ras GTPasa
(GAP1m) (P58069), factor beta de glucdgeno-sintasa quinasa 3 (AQIWV60), serina/treonina quinasa 9 dependiente
de serina/treonina quinasa 9/cilina (23271297/4507281); factor de represion B NF-Kappa (proteina ITBA4 de factor
de transcripcion) (015226), proteina de unién a HLA (gi 1279435) y subunidad grande de ribonucleétido reductasa (gi
30984467).

Proteinas preferidas para el uso como diana de farmaco pueden ser seleccionadas del grupo que consiste en
chaperona DnaK (dnak E. coli), hidrolasa putativa (yhaG_E. coli), transposasa (gi 158316821), histidina sintetasa
(gi 15803037), aspartato carbamoil transferasa (pyrl_E. coli), regulador transcripcional (gi 18265863 de glutami-
na ARNT sintetasa (gi 146168). Proteina tirosina quinasa (gi 20140365), citrato sintetasa (CISY_E. coli), aspartato
descarboxilasa dependiente de piruvoil (gi 3212459), colicina E2. (gi809671/809683), histidina quinasa (parte per-
tenece a narQ E. coli), proteina implicada en la biosintesis de lipopolisacdridos (gi 16131496), fosfomanosa isome-
rasa (gi 147164), sistema de transporte de potasio de alta afinidad (kdpC_E. coli), helicasa dependiente de ATP (gi
2507332/16128141), mob C (gi 78702); proteina hipotética Oil (yciL_E. coli) piruvato quinasa de membrana externa
(gil 6129807/15831818), precursor de proteina fimbrial (gi 120422), fosfatasa alcalina, aldolasa putativa, corismato
mutasa (gi 1800006), carbamoil fosfato sintetasa (carB_E. coli); glutamato sintasa (NADPH) (gi 2121143), proteina
implicada en la biosintesis flagelar y componente de conmutacién motriz, proteina de unién de lisina-arginina-ornitina
(argT E. coli), componente de unién de ATP de proteina de transporte de glicina-betaina-prolina (gi 16130591), protei-
na de membrana hipotética (yhiU_E. coli), lipoproteina de membrana externa (blc_E. coli), proteina de transporte de
molibdeno (gi 1709069), serina ARNt sintetasa (gi 15830232), helicasa dependiente de ATP: Homdlogo de hrpA (NC-
BIBAA15034), proteina J de exportacion putativa para la ruta secretora general (yheJ_E. coli), proteina C de biosinte-
sis de molibdopterina (gi 15800534). Proteina implicada en el sistema de transporte de taurina (tauC_E. coli). Dichas
proteinas son ttiles en particular como dianas de fairmacos para identificar firmacos para el tratamiento de infecciones.

Preferiblemente, la proteina para ser usada como diana de firmaco es seleccionada del grupo que consiste en
chaperona DnaK (dnak_E. coli), histidina sintetasa (gi 15803037), aspartato carbamoil transferasa (pyrl_E. coli), glu-
tamina ARNL sintetasa (gi 146168). Proteina tirosina quinasa (gi 20140365), citrato sintetasa (CISi E. coli), aspartato
descarboxilasa dependiente de piruvoil (gi 3212459), colicina E2. (gi809671/809683), histidina quinasa (parte per-
tenece a narT_E. coli), proteina implicada en la biosintesis de lipopolisacdridos (gi 16131496), fosfomanosa isome-
rasa (gi 147164), sistema de transporte de potasio de alta afinidad (kdpC_E. coli), helicasa dependiente de ATP (gi
2507332/16128141), mob C (gi 78702); proteina hipotética Oil (yciL_E. coli), piruvato quinasa de membrana exter-
na (gi 16129807/15831818), fosfatasa alcalina, corismato mutasa (gi 1800006), carbamoil fosfato sintetasa (carB_E.
coli); glutamato sintasa (NaDPH) (gi 2121143), proteina implicada en la biosintesis flagelar y componente de con-
mutacién motriz), serina ARNt sintetasa (gi 15830232) y helicasa dependiente de ATP: Homdélogo de hrpA (NCBI-
BAA15034).
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Proteinas incluso mds preferidas para el uso como dianas de fairmacos pueden ser seleccionadas del grupo que
consiste en chaperona DnaK (dnak_E. coli), hidrolasa putativa (yhaG_E. coli), transposasa (gi 158316821), histidina
sintetasa (gi 15803037), aspartato carbamoil transferasa (pyrl_E. coli), regulador transcripcional (gi 18265863 de
glutamina ARNt sintetasa (gi 146168). Proteina tirosina quinasa (gi 20140365), citrato sintetasa (CISY_ E. coli),
aspartato descarboxilasa dependiente de piruvoil (gi 3212459), histidina quinasa (parte pertenece a narT_E. coli),
proteina implicada en la biosintesis de lipopolisacaridos (gi 16131496), fosfomanosa isomerasa (gi 147164), helicasa
dependiente de ATP (gi 2507332/16128141), proteina hipotética Orf (yciL_E. coli)), piruvato quinasa de membrana
externa (gi 16129807/15831818), corismato mutasa (gi 1800006), carbamoil fosfato sintetasa (carB E. coli); glutamato
sintasa (NaDPH) (gi 2121143), proteina de unién de lisina-arginina-ornitina (argT_E. coli), proteina de membrana
hipotética (yhiU_E. coli), lipoproteina de membrana externa (blc_E. coli), ARNt sintetasa de serina (gi 15830232),
helicasa dependiente de ATP: Homdlogo de hrpA (NCBIBAA15034), proteina J de exportacion putativa para la ruta
secretora general (yhel_E. coli).

Aun mads preferiblemente, la proteina usada como diana de farmaco es seleccionada del grupo que consiste en
transpoasa, proteinas implicadas en chaperona DnaK (dnak_E. coli), transposasa (gi 158316821), histidina sintetasa
(gi 15803037), aspartato carbamoil transferasa (pyrl_E. coli), regulador transcripcional (gi 18265863 glutamina ARNt
sintetasa (gi 146168). Proteina tirosina quinasa (gi 20140365), citrato sintetasa (CISY_E. coli), aspartato descarboxi-
lasa dependiente de piruvoil (gi 3212459), histidina quinasa (parte pertenece a narQ_E. coli), proteina implicada en
la biosintesis de lipopolisacdridos (gi 16131496), fosfomanosa isomerasa (gi 147164), helicasa dependiente de ATP
(g12507332/16128141), Corismato mutasa (gi 1800006), carbamoil fosfato sintetasa (carB_E. coli); glutamato sintasa
(NaDPH) (gi 2121143), serina ARNt sintetasa (gi 15830232), helicasa dependiente de ATP: Homdélogo de HrpA (NC-
BIBAA15034), proteina de unién a HLA (gi 1279435) y subunidad grande de ribonucledtido reductasa (gi 30984467)
dichas proteinas son particularmente ttiles como dianas de farmacos para identificar formacos para el tratamiento de
infecciones.

Proteinas preferidas para el uso como dianas de farmacos pueden de forma alternativa ser seleccionadas del grupo
que consiste en quinasa de cadena ligera de la miosina activada con Ca2+/calmodulina (gi 284660), regulador de la va-
riante sefializacion de la proteina G (RGS14) (gi 2708808), SPTR (gi 20837095), proteinas hipotéticas (gi 20474763);
proteinas ricas en cisteina y tirosina de funcién desconocida (gi 17064178) SPTR (gi 12842570), canal de sodio (gi
18591322); canal de cloruro (gi 6978663/4502867); proteina de dedo de Zn (gi 18591322); SPTR (portador de so-
Iuto dependiente de Ca peroxisomal (putativo) (gi 12853685); receptor adrenérgico Beta-2 (gi 12699028); proteina
serina/treonina quinasa (gi 5730055); complejo P27 ciclina A-CDK2 de cadena C (gi2392395); proteina Hipotética
XP_154035; elemento II de subfamilia A de 4 dominios de expansion de membrana (gi7435941); proteina Hipotética
XP_043250 (gi 14773490); proteina asociada con dedos de zinc (gi 20304091); proteina quinasa rica en arginina y
serina; SPTR (gi 20869775); canal de calcio (gi 3202010); isoforma de proteina de canal Slo (gi 3644046); canal
activado con calcio de conductancia de potasio (gi 6754436, NP 034740); regulador de sefializacion 8 de proteina G
(g1 9507049); catepsina E (gi 4503145); NAS putativa sin clasificar (gi 12861084); proteina con dedos de Zn 64 puta-
tiva (gi 12849329); glicoproteina de superficie celular (gi 23603627); proteina Hipotética (XP-179829; gi 14720727);
receptor nuclear huérfano similar a hsp40 (NRID 26166582). Dichas proteinas son en particular ttiles como dianas de
farmaco para identificar firmacos para tratamiento de la enfermedad cardiovascular, por ejemplo hipertrofia cardiaca,
cardiopatia coronaria, arritmias cardiacas, cardiopatia reumadtica, endocardiosis y miocardiopatia hipertréfica.

Proteinas incluso mds preferidas para el uso como dianas de farmacos pueden ser seleccionadas del grupo que con-
siste en quinasa de cadena ligera de la miosina activada con Ca2+/calmodulina (gi 284660), regulador de la variante de
sefalizacion de proteina G (RGS14) (gi 2708808), SPTR (gi 20837095), proteinas hipotéticas (gi 20474763); protei-
nas ricas en cisteina y tirosina de funcién desconocida (gi 17064178) SPTR (gi 12842570), proteina con dedos de Zn
(gi 18591322); SPTR (portador de soluto dependiente de Ca peroxisémico (putativo) (gi 12853685); receptor adrenér-
gico beta-2 (gi 12699028); proteina serina/treonina quinasa (gi 5730055); complejo P27 ciclina A-CDK2 de cadena C
(g12392395); proteina Hipotética XP_154035; elemento II de subfamilia A de 4 dominios de expansién de membrana
(g17435941); proteina Hipotética XP_043250 (gi 14773490); proteina asociada con dedos de zinc (gi 20304091); pro-
teina quinasa rica en arginina y serina; SPTR (gi 20869775); regulador de sefializacion 8 de proteina G (gi 9507049);
catepsina E (gi 4503145); proteina con dedos de Zn 64 putativa (gi 12849329); proteina hipotética (XP-179829; gi
14720727); receptor nuclear huérfano similar a hsp40 (NRID 26166582). Dichas proteinas son particularmente ttiles
como dianas de farmaco para identificar formacos para el tratamiento de una enfermedad cardiovascular, por ejemplo
hipertrofia cardiaca, cardiopatia coronaria, arritmias cardiacas, cardiopatia reumatica, endocardiosis y miocardiopatia
hipertréfica.

La proteina para ser usada como diana de fairmaco es de forma alternativa seleccionada del grupo que consiste
en quinasa de cadena ligera de la miosina activada con Ca2+/calmodulina (gi 284660), regulador de la variante de
sefalizacién de proteina G (RGS14) (gi 2708808), SPTR (gi 20837095), canal de sodio (gi 18591322); canal de
cloruro (gi 6978663/4502867); proteina de dedo de Zn (gi 18591322); SPTR (portador de soluto dependiente de Ca
peroxisémico (putativo) (gi 12853685); receptor adrenérgico beta-2 (gi 12699028); proteina serina/treonina quinasa
(gi 5730055); complejo P27 ciclina A-CDK2 de cadena C (gi2392395); elemento II de subfamilia A de 4 dominios
de expansion de membrana gi 7435941); proteina asociada a dedos de zinc (gi 20304091); proteina quinasa rica en
arginina y serina; SPTR (gi 20869775); canal de calcio (gi 3202010); isoforma de proteina de canal Slo (gi 3644046);
canal activado con calcio de conductancia de potasio (gi 6754436, NP 034740); regulador de sefializacion 8§ de proteina
G (gi 9507049); catepsina E (gi 4503145); NAS putativa sin clasificar (gi 12861084); proteina con dedos de Zn
64 putativa (gi 12849329); glicoproteina de superficie celular (gi 23603627); proteina Hipotética (XP-179829; gi
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14720727); receptor nuclear huérfano similar a hsp40 (NRID 26166582, canal de potasio rectificador 13 interno
(Q9QZ65, IRKD CAVPO); receptor de sulfonilurea 2 (Q63563); canal de potasio de conductancia pequeiia (P58391),
proteina serinaltreonina quinasa (088866); proteina activadora 2 de Ras GTPasa (GAP1m) (P58069), factor beta de
glucégeno-sintasa quinasa 3 (AQIVVV60), serina/treonina quinasa 9 dependiente de serina/treonina quinasa 9/cilina
(23271297/4507281) y factor de represion B de NF-kappa (proteina ITBA4 de factor de transcripcién) (015226).

Preferiblemente dicha proteina es seleccionada del grupo que consiste en quinasa de cadena ligera de la miosina
activada con Ca2+/calmodulina (gi 284660), regulador de la variante de sefializacién de proteina G (RGS 14) (gi
2708808), SPTR (gi 20837095), proteina con dedos de Zn (gi 18591322); SPTR (portadora de soluto dependiente
de Ca peroxisémico (putativo) (gi 12853685); receptor adrenérgico beta-2 (gi 12699028); proteina serina/treonina
quinasa (gi 5730055); complejo P27 ciclina A-CDK?2 de cadena C (gi2392395); proteina asociada a dedos de zinc (gi
20304091); proteina quinasa rica en arginina y serina; SPTR (gi 20869775); regulador de sefializacion 8 de proteina
G (gi 9507049); catepsina E (gi 4503145) y proteina con dedos de Zn 64 putativa (gi 12849329) y receptor nuclear
huérfano similar a hsp40 (NRID 26166582).

Ventajas de la invencion

El alto rendimiento de la invencién del proceso aqui descrita proporciona diferentes ventajas sobre los procesos
conocidos para descubrir medicamentos. Entre estas ventajas estd la velocidad y exactitud aumentadas en la identifi-
cacion simultdnea de una molécula de ligando y su compafiero de unidn a la proteina correspondiente.

El proceso de la invencidon es realizado en perlas de resina, y permite que las fases de sintesis, seleccién, aisla-
miento, e identificacién del ligando y la proteina sean rdpidamente y eficazmente procesadas usando una tnica perla.
El proceso puede ser facilmente automatizado, por ejemplo, usando sistemas automdticos conocidos para fases de
sintesis, incubacion, aislamiento, e identificacidn, tales como sistemas robéticos para seccionamiento de ligandos,
manchado en dianas de MS, adicién de enzimas para digestion de proteinas, y similares. Mediante la espectrometria
de masas, MALDI, y RMN como se describe en los ejemplos, cada ligando y cada proteina puede ser identificado “en
perlas”.

La invencién del proceso también proporciona una ventaja debido a la gran diversidad de bibliotecas que pueden
ser usadas, por ejemplo, mds de 10.000 compuestos diferentes. Practicamente millones de compuestos pueden ser
seleccionados rdpidamente, por ejemplo, en sistemas de resina utilizando un compuesto por perla, por ejemplo, usando
aproximadamente 3 a 5 millones de perlas disponibles en aproximadamente 10 g de resina.

Usando el proceso reivindicado, es posible identificar rdpidamente complejos de unién de proteinas y ligandos que
son “susceptibles de convertirse en farmacos”, es decir, identificar ligandos ttiles que se unen a las proteinas precisas y
evitar los ligandos no utiles. El proceso también permite la identificacion rapida de familias de proteinas y/o proteinas
no relacionadas que se unen con los mismos ligandos o similares. Tal informacion esboza la selectividad potencial
de un candidato de farmaco y proporciona informacién preliminar toxicolégica para ayudar al proceso de seleccion
del farmaco. La invencién del proceso ademds proporciona la identificacién de clases de ligandos que se unen a una
proteina particular aumentando el nimero de “hits” que puede ser desarrollado en optimizaciones de compuestos para
una diana de proteina particular. La invencion del proceso se realiza de una manera diferencial como se describe en la
Figura 2, es decir, usando diferencialmente proteinas marcadas, por ejemplo, de un tejido normal y uno enfermo, es
decir todas las caracteristicas anteriores son agregadas a la determinacién de pares de ligando/proteina selectivos que
pueden ser usados para el diagndstico y desarrollo de un producto terapéutico.

En resumen, una gran ventaja de la invencion reivindicada es la capacidad para tomar un nimero muy grande de
ligandos desconocidos y/o proteinas desconocidas, y en un tiempo muy breve identificar de manera eficaz, pares de
unién de ligando/proteina particulares previamente desconocidos que, son identificados, acoplados y caracterizados
como se ha descrito anteriormente.

Ejemplos

La invencién puede ser mejor entendida con referencia a los ejemplos siguientes. Estos ejemplos ilustran la inven-
cién, y no estan destinados a limitar su objetivo.

En los ejemplos sucesivos, la sintesis de bibliotecas de ligandos y el uso de estas bibliotecas en la invencién del
proceso estd ejemplificada. Los elementos quimicos usados en la sintesis ejemplificada estdn mostrados en las tablas
y esquemas mads abajo, con nimeros de identificacion entre paréntesis (X).

En las tablas y esquemas mostrados mas abajo, los nimeros de compuesto (x) son denominados “a” donde R; es
Fmoc, “b” donde R, es Boc y “c” donde R, es H.
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TABLA 1

Enlazador, separador; y bloques de construccion de aminodcidos (naturales) codificados genéticamente usados en la
sintesis de las Bibliotecas 1, 2, 3,4, 5,6y 7

5

Ol

| O\/\j -

FmocHN OH F mod*ﬂwf}wo/\,@wbl OH
10 OCH3
PU (1) (2) 0
I S
RyHN . oH

R,HN\/KOH RfHN\/E\OH ;

15 .
i
Agp (8)

Al (3) Gly (4)

20
R1HN\i \j\
T OH R4HN ~“OH RyHN P OM T
N, Boe s
.. % ©
N Rz

1By
Pha {12}

Tea (1)
Hoow

NHBoz
Hig (10)

Lys (8)
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R1HN \i
OH RiHN oy
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R4HN
i

/'7

CH

llo {13)

H L

Leu {14}

R4 HN\iOH
TrtHNlD

Gin (18)

>__

R{HN
R{HN H
i
oty }
tBucy O
Vel (18) Ser{18) Glu {17}
e,
'\szo G\
TdaHN R4N™ “COCH
Asn (18) Pro (20)

Ry = Fmoz, Boc, H
@ () (o
Para1l, Ry =Boco T
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TABLA 2
Etiquetas de codificacion alfidticas y otros bloques de construccion usados en la sintesis de las Bibliotecas 1, 2, 3, 4
5,6y7
5
y‘NHBoc
10 1HNj‘ A mCOOH RyHN._.COOH
ol COOH \) ©

1 COOH RyHN COOH

fza (21) Abl {223 A (23) Che (24) Gue {28}
15

R1HN

R"\%::DOH L,
CCLB

20 21‘:
RyN O0H "O/

Hyp {26} Pya (27) Ppy (28} Pip {29 Pal (30}
25
Ao AcO AG
\j\o Ac O0Me AgD~ O,
RyHN ¢
TN"oH ACHN Q7 ™o
30 i L
- NE
\O FmocHN OH FroeHN OPfp
O
35 Cha (81) T{8a) (32} Man3 {33)
220 CAe
grede | &&/H
40 FrocHN mnuHN OPfo \/\/\/\iopr
Q o] P
ManN (34) GIENN (39) (26)
" \N\N\/io WW\/\i
Pfp OFin
{a7) {38)
50 R4 = Fmioe, Bac
(8) (b)
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TABLA 3

Compuestos usados para la sintesis de la Biblioteca4, 5y 7

1 i A
RN A, RqHN\ioﬁ RN A, R,Hu\j\% RNy

)
=

»
[l

1LY

a HN; f\-'lHBac
a1e
NHBoc Adly (42)
BocHN
Om (39) Dab (40) Dap (41) BocHN  aphe (43)
COOH gxl o H —0 :
Ry RyN” NCOOH jg ;(j
i -—
Ind (44} o Toro (48) CPhe (48) MPhe (47)
R4HN \)\cm
/ RHN\/E\H Ra,Hhi\jiH RqHﬁ\j\H
M (:‘ ;
BotHN
NH NHBoc
RN= BocHN Dabal({50) Dapal(51)
NHPmE  Omal (49) )
Arg {48
rg (48} "

e

HBoo
Lysal(52)
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TABLA 7

Compuestos usados para la sintesis de la Biblioteca 4, 5, 6 y 7

NHFmog
o NH, FmachN
o N \,/"(\
Me OMe 0’\n’° (\-( (;:3 (s;;‘k 1 OH
Rink(54)y ©
g\j\cooa &i /@:O\NHQ [j
0
57) {58) (59} 60) (61) Hoc
Ry
N H
WNHQ HOWQ\OH E j R{HN O
N
(62 HMRBA (63) (63) \_on (65)
o R{HN OH
RiHN7<'-L0H Hém ‘E’g\g’ RmN\_j\oH
g f
66) @) N @) O @
o)
\L j\ RyHN R{HN A oH
o) N '(m o ey "

°' ST
RyHN oH

Oy -CH
Tl o <Q ey Mmﬁom
° (76) O Br
8r. s
5\ @’U\OH /(‘}’&a

0

a7
O
E
Br &r

{78) [79) (80) (81)
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TABLA 8

Compuestos usados para la sintesis de la biblioteca 7

B(OH); B(OH),

¢

(82) NP sy

B{OH), B(OH),
F F Q\
F F |
F (86 A2 0

86) @7

S

B(OH); B{OH);
F :
89" M (s8)
: Q
- (9) (89)0~/

B{OH)» \ / B{OM), s o o
N
NGy

(90) C (91) (92) (93)
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B{OH}; i ’i {HO)2B (Ho)zz

o
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Q QR

(99) Cl (200) \ro (01)

-

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 318 266 T3

TABLA 9

Compuestos usados para la sintesis de la biblioteca 4, 5y 7

%Yﬁﬁ R"ﬁ,
H & u )

{128} Nai {103

Pec {108} Tie {108)

(111}
O/Oj " aj‘a " i i j\
. X , Ay A
(112) (113 {114 {118 118) (1N
t
q %Q}; r‘I’oﬂ N m{}i
148 © o
(118) (119) (120) 129 “22)
o
| @\Fﬂ RNH soan
8
“23) (124) (am)
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Esquema 1

Sintesis de la biblioteca 1

1. 1{3 eq), TBTU/NEM, DMF

2. Lavar (DMF éx)

3. 20% Piperidina en DMF (4 + 16 min)
4.Lavar (DMF 6x)

G"NH; Jom- HzN-—Separador-PH-O

5. Fmoc-Phe-CH (3 eq), TBTUNEM, DMF
8. Lavar (DMF 6x)

7. 20% Piperidina en DMF (4 + 16 min)
8.Lavar (DMF 6x)

¢, Repetir pasos 5-8 para 2, y Fmoc-Val-OH

10. Dividir resina en 20 porciones

11, Froc-X-0H/B0c-X-0H (4 eq, 8:1), THTUNEM, DMP
12. Lavar (DMF 6x)

13, 20% Piperidina en DMF (4 + 16 min)

14. Lavar (DMF 6x)

W XQ‘XS'&'XS'XQ'K1-sepa’ador"P“—O
18, Mezclar resina

18. Repetir 10-15durante 5 ciclos mas

17 Lavar (DCM 10x)

18, 88% TFA {con barredores) 1 h
16, Lavar  (90% CH,COOH 2x, DMF 2x, 5% DIPEA/DMF 2x,

DMF 4x y DCM 10x)

7 "
X1_5=3-12,21-3° ]

Pli=1

Separador s H H
H,N N WOwwOwN NH
C o

OH
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Esquema 2

Sintesis de la biblioteca 2

1.1 (3eq), TRTUNEM, DMF

2. Lavar (DMF 6x)

3. 20% Piperidina en DMF (4 + 16 min)
4, Lavar (DMF 6x)

G"N Hs - HQN—SeparadoruPﬂ.-.O

8, Fmoc-Aa-OPfp (3 £q), DhbtOH, DMF(Ap = F)
8. Lavar (DMF 6x)

7. 20% Piperidina en DMF (4 + 16 min)

8, Lavar (DMF 6x)

8. Repetir pasos 5 - 8 para Aa = PFPPG

19, Dividir resina en 20 porciones

11. Fmoc-X-OH/Bog-X-0H (4 2q, 1), TRTUNEM, DMF
12, Lavar (DMFog;() (4 eq. &)

13. 20% Piperidina en DMF (4 + 16 min)

4. Lavar DMF 6x
18, Mezclar resina

16. Repetir 10 - 15 durante 3 ciclos mas

- HaN— Xg-XaXg-Kj—SeparadonePlie @

17. 32 {2 oq), TBTUNEM, DMF
18. Lavar (DMF 6x) .
19, 20% Pipendina en DMF (4 +16 min)

20. Lavar (DMF 6x, DCM 10x)

21. 10% TFA en DCM 30 min

22. Lavar (DCM 3x, 5% DIPEA/DMF 2x, DMF 4x y MeOH 5x)
23. 6% Hidrato de hidrazina en MeOH, 6H

24. Lavado MeOH 3x, DCM 3x, MeOH 4x
H,O 2x, tolueno 3x, y éter 3x)

‘%X‘-Xs-xz-x'—Separador—P]I- o

Xy.q=3-85,17, 9-16, 16:20, 3¢
Separador = .GPPFPF-
Pl =1
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Esquema 3

Sintesis de la biblioteca 3

1.1 (3eq), TBTUINEM. DMP

2. Lavar (DMF 6x)

3. 20% P| ndma en DMF (2 + 18 min)
4. Lavar (DMF 6x)

O'-NHZ . HzN—-Separadodn-Pu-Q
10 §. Fmoc-As-OPfp (3 eg), DhbIOH, DIMF(Aa = A)
8. Lavar (DMF 6x)
7.20% P|B ndlné en DMF (2 + 18 min)
8 Lavar (DM
8. Repetir 5 - 8 para Aa=RPPRPA

10, Dividir resina en 20 porciones
11, Frioc-X-OH/Boc-X-OH (4 8q, :1), TBTUINEM, DMF
Y FmocX-OPTp/ROPIp (3 2q, 2:1)
12, Lavar (DMF 6x)
20 13. 20% Piperidina en DMF (2 + 18 min)
14. Lavar (DMF 6x)
— - ers-&-x;-x‘-v}ﬁ — Separadop—Pﬂ—Q

15, Mezclar resina
18. Repetir 10 - 15 durante 5 ciclos mas
25 17, Lavar (DMF 10x)
18, 87,5% TFA (con barredores) 2h Xi.sga3-12,14.17,19, 20,31, 83-35
19.Lavar 0% CH,COO0H dx, BMF 2x, 8% DIPEA/DWF 2X.]  separador = APRPPRA-
OMF 4x, DCM 10x v MaOH 8x
20. 8% Hidrato de hidrazina en MeOH, 6h Pli=1
30 ‘ 21. Lavar (MeOR 3x, DCM 3x, MeOH 3x, H,0 2x,
tolueno 3x, y éter 3x)

.

35

Esquema 4

4 , .
0 Sintesis de 1

C.P. Homigs, D.G. Janas, J. CQrg. Chem. 80, pp. 2318-2318, (1985)
1. Br{CHy}aCOaMe, KzCO3, DMF
o 2. HyNOH.HCI, piridinaHs0 OME
GHy 2 HaNOHHCI, piridina /Ha

3. Hy, Pd/C, HOAG >‘Q‘0w\,ﬁ
4. TFAA, piridina F;,cocuu Oivie

45

50

OCH
55 5. HNOs 3
OqN
8. NaOH, MeOH = EmocHN UV\EOH
60 7. Fmoe-Cl, Hz20fp-dioxano 4 CH3

65
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Esquema 5

Sintesis de 2

NHEWD\/NO/\/OWNHE

1. Anhidrido succinico, Na,CO,, Dioxano/H,0
2. Fmoc-08u, NayCOs Acetona/H O

H
Fm WHNMWONOW N OH
4

Esquema 6

Sintesis de 25

M. Tamakh, G, Hen, V. Huby, J. Org, Cham, 66, pp. 1038.1042, {2001},

oR NHz

(' 1. Bingr, EtgN
! 2. M8Cl, piridina
IN"cooH 3 NaN; - 2N"coomn
4, Ppha, THF. HZO

BoeN

5. N, N-di-Boc-guanidina, Et3N %NHEoc
8. Hp, PA/C HN
o
7. Fmoc-08u, NasCoj or BocaO, NaOH
R*"” COCH

Esquema 7

Sintesis de 30

R‘HN\/& itoi P 3
A oH  cloruro de palmitoil, EiaN o DIPEA - i"NH 0

“NHz

30
R, = Fmoc, Boc

38



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2318 266 T3

Esquema 8

Sintesis de 32

K.h. Halkes, P.M. StHAairs, A.M. Jansson, A. M., C.K. Gotfradsan,
Maidal, M., J, Chem, Sov., Perkin Trans. 1, pp. 2127-2183, (2000}

AcO

MO\J O0OMe

Ae

COOMe

Fmoe-Thr-OH, PST,
- AcHN

AcHN 7 yOEt CHCN, -40°C A CJ AcQ
AcO ]
32
Esquema 9
Sintesis de 33
D.M. Andrews, P.W. Seale, inl. J. Pepide Prol. Ao, 42, pp.185 -170, (1895}
AcO
AcO AG Aigo
Fmoc-Ser-OPfp, AgODTT, DCM
AcO )
AcO -
r
FmockN OFfp
33

Esquema 10

Sintesis de 34y 35

I. Christlansen-Brams, M. Maldal, K. Bogk, J. Chem. Soc., Perkin Trang. 1, pp. 1461-718, (1983).

AGOw, Ry

AcO N H

AQ%N 2
2

O Ry

¢

Ac
Fmoc-Asp(Cl-OPfp %
P

2 CPp
NEM, THF FrmoeHN

&)
M Ry =0Ag, Rg =H
35: Ry = H, Ra = ACNH
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Esquema 11

Sintesis de 36-38

E. Alharton, R.C. Sheppard, In "Solid Phese Peplide Synthesls. A Practical Approach”,

IRL Press et Owion! Univaraly Frass: Oxford, 1288, pp. 76-79.
i PIP-OH, DCC i
-
OH R” “OPfp
36: R w CgHqy

37: R =CqpHazn
38: R = CqpHzs

R

Esquema 12A

Sintesis de la biblioteca 4, Variacion A

1.1 {2 wg), TATWNEM, DMF
2. Lavar (DMF 6x)
3. 20% Piperidina en DMF (4 + 16 min)

4. Lavar (DMF 6x
Qe o i i s
5. Fmog-N-Bron-3-Aks-OH (3 aq), TETUNEM, DMF
€. Lavar (DMF 6x)
7.20% PnBendma en DMF (4 + 16 min)
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8.Lavar >8
ER Repetxr fases 5-8 para Fmoc-Arg(pmc)-OH )
y2 {i-v) 2x
BoakN
P
lﬂ.xrxi’&paradogpn
/ Q v
E“HNY]] Bon!-ll\i}'} u ]
J¢m n a
HQN-KQ-XQ-X1‘.SeParad0f-Fﬂ-0 —-ﬁ‘——h. l'ﬁzN-Xh-\K:-Ofa-J(q'—qf«‘mmef—Fi-o N-&- 1'-$eparad0Y~P|I-0
‘ vi=x lvi-x
N
Hi- KX XKy SeparadocPi{T) Ky Xy XXy "=Separador T

i) Dividir resina en porciones, i) Fmoc-X-OH (4 eq), TBTU/NEM, DMF, i) Lavar (DMF 6x)

iv) 20% Piperidina en DMF (4 + 16 min), v} mezctar, vi) CDI (5 eq), DMF, 110°C, viii} Lavar (DCM 10x), ix}
85% TFA (con barredores) 1h, x) Lavar (90% CH,COOH 2x, DMF 2x, 5% DIPEA/DMF 2x, DMF 4x y DCM
10%)
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Esquema 12B

Sintesis de la biblioteca 4, Variacion B

1. % {3 ol TETWNEM, DMF

2. Lavar }gDMF 6x)

3. 20% Piperidina en DMF (4 + 16 min)
4, Lavar (DMF 6x)

O—NHZ oo HRN--Separador - I-o

5. ch-N-[Ean)-ﬁaﬁla-OH (3 oaj, TETU/NEM, DMF
@. Lavar (DMF 6x

7. 20% P|per|d|na en DMF (4 + 16 min}
8. Lavar (DMF 6x)
9. Repetir pasos 5-8 para Fmoc-Arg{Pmc)-OH i
y2 {i-v) 2x

BWHN\(]} ]

HEN _x_lo_xi_Separador_P".o

‘y - Vi

BocHN

Wa Y
HghXy-Xa*-X = Separador—PHuO ———b’ H:_,N.x‘.' XS'x! -)(1-Separador-P"“o Ojl

BocHN

N‘Xﬁ*%Xp‘cSeparador-- P“-@
l v lw‘-x
H
N
b Y. -
HM-X. *- X s wSeparador =)
¥ V -Q HN-X‘-er;'-xt—Separador—Pll—e
i) Dividir resina en porcionaes, i) Fmoc-X-OH (4 eq), TBTU/NEM, DMF, i} Lavar (DMF 6x),
iv) 20% Piperidina en DMF (4 + 16 min), v) mezclar, vi) CDI (5 eq), DMF, vij) DMF, 110°C, viii) Lavar (DCM 10x)
ix} 85% TFA {con barredores) 1h, x) Lavar (90% CH,COOH 2x, DMF 2x, 5% DIPEA/DMF 2x, DMF dx y
DCM 10%)
Esquema 13B
Sintesis de la biblioteca 5: Variacion B
o
FrmockN
Separador b Pl 0 HMBA
Mj\gﬂ\i Separacior =Pl & HMBA-O_______.. ﬂ ~ Q
NHBac
' 1} 0% pipendma en DMF
Separador:npﬂ 5 HMEA- O \{Separador ]-P]I o HMBA o
8]
FrocH 2
™ NHBoA NHBcc

B[ A .
21fs aH(OAR); ] y = {Separador J=fill B I-SMB&-O
»
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Esquema 14

Sintesis de la biblioteca 6

O~

1. FmocRinkOH (2 eq), TBTUNEM, DMF

2. Lavar (DMF 6x)

3. 20% Piperidina en DMF (2 + 18 min)

4. Lavar (DMF 6x)

5, Anhidrido succinico (15 eq), DIPEA,DCM

8. Lavar (DCM 3x, DMF 3x)

7. N3PEG-NH; {n= 10, 3 eq), TETUHOBVDIPEA, DMF
&. Lavar (DMF 6x, DCM 1:1:1)

9. 0.1M DTT, DBU (2 eq}, DMF

10, Lavar (DMF 3x, DCM 3x)
Y 11. Anhidrido succinico (15 eq), DIPEA,DCM

12. Lavar (DCM 3x, DMF 3x)
Succ—Separador—Succ—Rink-@

13. PipOTFA,Piridina, DCM (1:1:1)

14. Lavar (DCM 5x)

15. Fmoc-Lys-OH (Seq)/DIPEA, DhbtOH, DMF

16. Lavar (DMF 6x, DCM 6x)

17. PfpOTFA, Piridina, DCM (1:1:1)

18, Lavar (DCM 3x, DMF 3x)

19. Dividir en 10 porciones

' 20, Aminas 3,4, 7, 8, 10, 1§, 20, 6062 =R, {5 eq} / DIPEA
21. Lavar (DMF 6x)

1

(;‘.H' e -(CHZ),,--HN—-Succ-Separador—Succ—Rink@
FmocHN

o

22. 20% Piperidina en DMF (2 + 18 min)
23. Lavar (DMF 6x, DCM 6x)
24. Cada porcion dividida en 4 porciones
25. Lavar (TEQF 3x, DMF/MeOR/TEOF 1:1:1 +1% HOAC 1x)
26. Cetonas 56-59 =Ry (30aq), NaCNBH; (45 eq),
DMFMeOMH/TEQF 1:1:1 +1% HOAc
27. Lavar (DMF 3x, MeOH 3x, DMF 3x, DCM 3x)
Z8. 1M NaDH (7.5 h, i, porciones con proteccion éster }
28. Lavar {Ha0 10x%)
30, 80% BOAC (3h, 60° C, porcion con proteccion tritilo '}
¢ 31. Lavar [90% HOAC 3x, DCM 3x, H20 3x}
32. OMF (3 h,120%C, porcién con proteccion Boc)
0=<R1 33. Lavar {DMF 8x, Hz0 6x)
CH '(GH2}4-HN-—Succ-Separador-Succ-RinkO

HN,
R2
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Esquema 15

Sintesis de la biblioteca 7

O —~rink

1. Separador (66b) (3 eq.), TBTU/NEM, DMF

2. Dividir resina en 40 porciones

3. 20% Piperidina en DMF (2+18 min)

4. Fmoc-X-OH (3 eq)), TBTU/NEM, DMF

5. 20% Piperidina en DMF (2+18 min)

6. Hal-Ary/HetAry-COOH {3 84}, TETU/NEM, DMF .0
v Hai-Arq/HetAr,-COCI {3 aq) Ei;N, DMF.

O

fu J'L —X ==Separador==Rink
Hal-Ar/Hatary H X=Sep i —0

7. Arg/HetArgAcido boronico/éster{10 aq), 2M KgPO, (5 &q)
Pd(PPhg), (0:1 eg), tolueno/EtOH {1:1), t. o 80°C.
8. DMF, 120°Cdurante 20 min, luego lavar DMF (3x), CH.CI, (5x)

C

PS

ArszBtATQ'-'Aﬁ!{Hetar1 u—-x—-Separador_ Rink m

Esquema 16

Sintesis de Fmoc-N*-(p-BrBn)--Alanina

.

OH

2. Fmoe-0OSu
B
102

Ejemplo 1
Sintesis de dcido N-(N’-Fmoc-13-amino-4,7,10-trioxa-tridecil)-succindmico (2)

Acido N-(N’-Fmoc-13-amino-4,7,10-trioxa-tridecil)-succindmico (2), mostrado arriba en la tabla 1, fue preparado
como se muestra en el esquema 5.

4,7,10-Trioxa-1,13-tridecanodiamina (5 g, 22. 7 mmol, 5 ml) fue disuelta en una solucién de Na,CO; (7 g) en H,O

(50 ml). Anhidrido succinico (2.5 g, 2.5 mmol) en dioxano (50 ml) fue afiadido gota a gota. La solucién se volvid
turbia, luego una suspension. Se agit6 a la temperatura ambiente durante 24 horas, luego se calent6 a 80°C durante
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otra hora. El solvente fue eliminado al vacio. El residuo fue tratado con 1 N de NaOH (200 ml) y extraido con DCM
(2x100 ml). La fase acuosa fue separada, acidificada a pH 1 con 1 N de HCI, extraida con DCM (2x100 ml), luego
neutralizada con NaHCO; a pH 7.

El material en bruto fue disuelto en el 50% acetona/H,O (120 ml) y se afadié Na,CO; (5 g). Fmoc-OSu (7,5
g, 22, 3 mmol) fue afiadido en partes durante 1 hora mientras que el pH fue mantenido entre 9-10 por adicién de
1 M de Na,CO;. La solucién fue agitada a la temperatura ambiente durante 18 horas. La acetona fue eliminada al
vacio. El residuo fue tratado con 6 N de HCI (60 ml) y extraido con 2x150 ml de acetato de etilo. El extracto fue
combinado y lavado con 2x60 ml de solucidn salina y secado sobre Na,SO,. El solvente fue eliminado al vacio y el re-
siduo fue puesto en una columna. Cromatografia dos veces, primero con etil acetato:hexano (2:1), luego DCM/MeOH
(3:1) dieron un compuesto puro como aceite (3,52 g, 29%). El compuesto resultante (2) mostrd las caracteristicas
siguientes:

'H RMN (CDCl;, 6) 7.76 (d, J=7.2Hz, 2H), 7.60 (d, J=7.2Hz, 2H), 729-7.43 (m, 4H), 4.40 (m, 2H), 4.23 (m, 1H),
3.46-3.62 (m, 14H), 3.26-3.35 (m, 4H), 2.66 (m, 2H), 2.48 (m, 2H), 1.75 (m, 4H). ¥C NMR (CDCl;, §) 175.1, 172.3,
156.5, 143.7, 140.9, 127.4, 126.8, 124.8, 119.7, 70.0, 69.7, 69.6, 69.2, 68.8, 66.1, 46.9, 38.5, 37.5, 30.5, 29.6, 29.1,
28.5. ES-MS: Calcd para C,3sH3sN,O5 [M + H]* = 543.26, encontrado: 543.18.

Ejemplo 2

Sintesis de (285,4S)-N°-fmoc-4-N,N’-di-Boc-quanidinoprolina (25a) y (2S,4S)-N*- Boc-4-N,N’-di-Boc-quanidinopro-
lina (25b)

(25,45)-N*-fmoc-4-N,N’-di-Boc-guanidinoprolina (25a) y (25,4S)-N“-boc-4-N,N’-di-Boc-guanidinoprolina (25b)
mostrados arriba en la tabla 2, fueron preparados a partir de Z-Hyp-OH segtn el procedimiento de la bibliografia
descrito en Tamaki ef Al., 2001, J. Org. Chem. 66, 1038-1042), como se muestra en el Esquema 6.

Ejemplo 3
Sintesis de Fmoc-Dapa(Pal)-OH (30a)

Fmoc-Dapa (PAL)-OH (30a) como se muestra arriba en la tabla 2, fue preparado como se muestra en el esquema
7.

Fmoc-Dapa-OH (500 mg, 1,53 mmol) y diisopropiletilamina (780 mg, 6- mmol, 1 ml) fueron disueltos en DCM
(20 ml). Palmitoil cloruro (420 mg, 1,53 mmol, 0,46 ml) fue afiadido gota a gota con agitacién usando una jeringa. La
suspension se volvi6 clara lentamente. Después de la agitacion a la temperatura ambiente durante 2 horas, la solucién
fue concentrada al vado. El residuo fue purificado por cromatografia en columna rapida con DCM:EtOH (10:1) para
dar el producto puro (800 mg, 98%) como un polvo blanco:

'H RMN (CDCls, 6) 7,68 (m, 2H), 7,49 (m, 2H), 7,19-7,33 (m, 4H), 4,27 (br, 2H), 4,01 (m, 1H), 3,62 (br, 1H),
2,10 (br, 2H), 1,44 (br, 2H), 1,17 (m, 28H), 0,8 (m, 3H). *C RMN (CDCl, 6) 176,4, 157,1, 144,1, 143.,9, 141,7, 141,6,
128,1, 1275, 126,2, 125,5, 120,4, 67,7,47,5, 42,3, 36,7, 32,3, 30,1, 30,0, 29.9, 29.8, 29,6, 23,1, 14.5.

Ejemplo 4
Sintesis de Boc-DapaCPal)-OH (30b)
Boc-Dapa (Pal)-OH (30b) como se muestra en tabla 2, fue preparado como se muestra en el Esquema 7.
Boc-Dapa-OH (150 mg, 0,73 mmol) y trietilamina (114 mg, 1 mmol, 0,07 ml) fue disuelto en THF (30 ml).
Palmitoil cloruro (137 mg, 0,5 mmol, 0,15 ml) fue afiadido a través de una jeringa. La solucién fue agitada a la
temperatura ambiente durante 2 horas, luego concentrada al vacio. El residuo fue purificado por cromatografia en

columna rapida con DCM: EtOH (10:1) dando 128 mg (51%) de producto puro como un polvo blanco:

'H RMN (CDCl,, 6) 5.38 (m, 2H), 3.15-3.45 (m, 12H), 2.01-2.10 (m, 4H), 1.18-1.60 (m, 26H). 3C RMN (CDCl;,
6) 173.9, 157.2, 134.4,79.7, 40.7, 37.9, 36.6, 28.7, 28.6, 26.6, 25.4.
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Ejemplo 5

Sintesis de la biblioteca 1

xe-x5-x¢xs-x2-x1-Separador-.P"«O

X,_¢ = aminodacidos naturales e innaturales (3-12, 21-30)

Separador = n H
HN "y~ O DN NH
O

O 0
OsN

Pl o OH
= >~< ?—o
FmocHN “’““JHJH

4 OCH

El esquema sintético para construir la biblioteca 1 que tiene la estructura XXX, X3X,X; (X= un aminodcido
natural o innatural) [SEC ID N°: 2] estd mostrado arriba como en el Esquema 1. La biblioteca 1 fue preparada en
resina PEGA o (1 g, 0.12 mmol/g; perlas de 300-500 pm) usando el método de sintesis en escala, tal y como ha sido
descrito anteriormente en St. Hilaire et al., 1998, J. Am. Chem. Soc.120: 13312-13320). Puesto que la biblioteca no fue
disefiada para una clase particular de proteinas, los bloques de construccién usados fueron elegidos de forma arbitraria
pero de tal manera que tantos grupos funcionales como fuera posible fuesen presentados en las cadenas laterales: p. €j.
acidos carboxilicos, aminas, indoles, piridinas, alifiticos, aromas, imidazoles, hidréxilos, y similares. La Biblioteca 1,
XXX X3X,X,, donde X= un aminodcido natural o innatural, fue producida usando bloques de construccién 3-12 y
21-30 [SEC ID NO: 1]. Los bloques de construccién son tal y como se muestran arriba en las tablas 1y 2.

Para producir la biblioteca 1, como se muestra en el Esquema 1, un enlazador fotolabil, PII (1) (3 equivalentes)
fueron acoplados a las perlas de resina bajo activacién de TBTU. Un enlazador fotoldbil fue elegido porque es estable
en una variedad amplia de condiciones y puede ser facilmente dividido para producir un producto que no requiera
purificacién adicional antes del anélisis de MS. Una molécula separadora compuesta por acoplamiento secuencial
de Fmoc-Phe-OH, separador (2) y Fmoc/Boc-Val-OH después de la preactivaciéon de TBTU fue luego afiadida. La
molécula separadora se utiliza para permitir la identificacién del ligando usando MALDI-TOF MS porque aumenta
la masa de los fragmentos de ligando hasta mas de 600 mu, es decir fuera de los picos matriciales. El separador fue
disefiado de manera que tuviera pocas o ninguna interacciones con cualquier proteina en la mezcla.

Las seis posiciones aleatorizadas de la biblioteca fueron generadas mediante la divisiéon y enfoque de la mezcla
descritos en Furka et al., 1991, Int. J. Peptide Protein Res., 37: 487-493 y Lam et al., 1991, Nature, 354: 82-84 en un
generador de biblioteca de columna mudltiple de 20 pocillos hecho a medida (2,0 ml de capacidad). Durante la sintesis
de la biblioteca, el 10% del oligémero de crecimiento fue cubierto usando el andlogo del aminoédcido protegido con Boc
del bloque de construccién Fmoc. En consecuencia, una mezcla del aminodcido protegido con Fmoc y Boc (90% Fmoc
y 10% Boc, 4 equivalentes) de soluciones concentradas fueron activados con TBTU/NEM durante 6 minutos y luego
afiadidos a los pocillos. Los tiempos de acoplamiento estuvieron comprendidos entre 4 a 12 horas y la finalizacién de
la reaccion fue determinada mediante la prueba de Kaiser como se describe en Kaiser et al, 1970, Anal. Biochem., 34,
595-598. Después de cada acoplamiento la resina fue agrupada, mezclada, y dividida antes de la eliminaciéon de Fmoc.
Después de cada fase de acoplamiento y desproteccion, la resina fue lavada con DMF (10x). Después de la finalizacién
de la sintesis, el grupo Fmoc fue eliminado por tratamiento con el 20% de piperidina en DMF durante 4 + 16 minutos.
La resina fue lavada con DMF (6 X 2 minutos), CH,Cl, (10 X 2 minutos) y luego los grupos de proteccion de cadena
lateral 14bil del 4cido fueron eliminados por tratamiento con el 85% de TFA conteniendo el 2% de triisopropilsilano,
2,5% de EDT, 5% tioanisol, 5% de agua durante 1 hora. Luego la resina fue lavada con el 90% de 4cido acético acuoso
(4 x 5 minutos), DMF (2 x 2 minutos), 5% DIPEA en DMF (2 x 2 minutos), DMF (4 x 2 minutos), CH,Cl, (10 x 2
minutos) y finalmente metanol (5 x 2 minutos), antes de ser secados por liofilizacién durante toda la noche.
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Ejemplo 6

Sintesis de la biblioteca 2

HO H 3
H O Mo Xg-Xg-Xg-X—Separador-P| I_Q
AcHN

"

X{.4 ® Aminoacidos 3-5, T, 9-186, 18-20, 31

Separador = GPPFPF-
Q2

Pl = 0\/\/&
FmocHN OH

La Biblioteca 2 conteniendo el péptido X,X;X,X; donde X es cualquier aminoacido de 3-5, 7, 9-16, 18-20, o
31, como se muestra en las Tablas 1 y 2 [SEC ID NO: 3], fue sintetizada segtn el Esquema 2, mostrado arriba (los
puntos negros grandes representan una perla de resina). La Biblioteca 2 fue sintetizada en resina PEGA1900 (600
mg, ca. 250.000 perlas, 300-500 uM, 0,22 mmol/g de carga). El enlazador fotoldbil PII (1) (3 equivalentes) bajo
activaciéon de TBTU fue primero acoplado a la resina seguido del separador peptidico, GPPFPF [SEC ID NO: 4],
en una jeringa, mediante la metodologia estandar de Fmoc-Opfp, por ejemplo, como se describe en Atherton et al.,
1989, en: “Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach”, IRL Press at Oxford University Press: Oxford,
pp. 76-79. El enlazador fotolabil fue elegido porque es estable en una variedad amplia de condiciones y puede ser
facilmente dividido para producir un producto que no requiera purificacién adicional antes del andlisis de MS. La
molécula de separador peptidico, GPPFPF, es ttil para permitir la identificacién del ligando usando MALDI-TOF MS
porque aumenta la masa de los fragmentos de ligando hasta mas de 600 mu, es decir fuera de los picos matriciales. El
separador fue disefiado para tener poca o ninguna interaccién con proteinas de unién a carbohidratos.

La Biblioteca 2 fue originalmente disefiada para unirse a proteinas de unién a carbohidratos particularmente pro-
tefnas de unioén al 4cido sidlico, por lo tanto el treonina lactamo de 4cido sidlico fijo en la posicién 5. Los bloques
de construccién que comprenden las cuatro posiciones aleatorizadas fueron elegidos de aminodcidos naturales pre-
sentando funciones diversas en el grupo funcional de cadena lateral: por ejemplo, amidas, indoles, alifaticos, aromas;
imidazoles, hidroxilos, y similares. Las cuatro posiciones aleatorizadas de la biblioteca 2 fueron generadas mediante
la divisién y enfoque de la mezcla descritos, por ejemplo, en Furka et Al., 1991, Int. J. Peptide Protein Res., 37: 487-
493) y Lam et al., 1991, Nature, 354: 82-84) en un generador de bibliotecas de columna mudltiple de 20 pocillos hecho
a medida (2,0 ml de capacidad). Durante la sintesis de la biblioteca, el 10% del oligémero de crecimiento fue cubierto
usando el andlogo del aminoécido protegido con Boc del bloque de construccién de Fmoc. Para el acoplamiento de
aminodcidos no glicosilados, una mezcla del aminoécido protegido con Fmoc y Boc (90% Fmoc y 10% Boc, 4 equi-
valentes) de soluciones concentradas fue activada con TBTU/NEM durante 6 minutos y luego afiadida a los pocillos.
Los bloques de construccién 3-5, 7, 9-16 y 18-20, como se muestra en tabla 1 arriba, fueron usados. Los tiempos de
acoplamiento estuvieron comprendidos entre 4 a 12 horas y la finalizacién de la reaccién fue controlada mediante la
prueba de Kaiser (Kaiser er A/, 1970, anal. Biochem., 34, 595-598).

Después de cada acoplamiento, la resina fue agrupada, mezclada y dividida antes de la eliminacién de Fmoc.
Después de cada fase de acoplamiento y desproteccidn, la resina fue lavada con DMF (6x). El bloque de construccién
32 (2 equivalentes), mostrado en la tabla 2, fue activado con TBTU/NEM durante 5 minutos, y luego afiadido a todos
los pocillos durante toda la noche. El grupo Fmoc fue eliminado por tratamiento con piperidina (4 + 16 minutos) y
el producto resultante fue inmediatamente ciclizado para formar el andlogo lactamizado, segin ha resultado de una
prueba de Kaiser negativa. Los grupos con Boc fueron eliminados por tratamiento con el 10% de TFA en DCM durante
30 minutos y los grupos de proteccién de acetilo de los carbohidratos fueron eliminados por hidrdlisis con hidrato de
hidrazina (55 ul) en metanol (1 ml) durante 6 horas, seguido de lavado con metanol (3 x 2 minutos), CH,Cl, (3 x 2
minutos), metanol (3 x 2 minutos), H,O (3 x 2 minutos), tolueno (3 x 2 minutos), y finalmente éter dietilico (3 x 2
minutos).
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Ejemplo 7

Sintesis de biblioteca 3

xe.xs.x‘.)(a.xg-)(i-Separador-F'!I-O
Xi_¢ = aminodcidos 3-12, 14-17, 19, 20, 31, 33-35 separador = -APRPPRA-

O.N

Pl =
FmacHN "\j‘OH

1 OCHs

La Biblioteca 3, una biblioteca de glicopéptidos conteniendo el péptido XXs5X,X;X,X; donde X es cualquier
aminodcido de 3-12, 14-17, 19, 20, o 31, (mostrado en tablas 1 y 2) [SEC ID NO: 5], fue sintetizada en resina
PEGA 9y (1 g, 300-500 um perlas 0,23 mmol/g de carga) segin el Esquema 3. Una Biblioteca de glicopéptidos fue
elegida porque los glicopéptidos pueden imitar a los oligosacaridos y en consecuencia unirse a proteinas de unién a
carbohidratos.

Los glicopéptidos fueron fijados a la resina por medio del enlazador fotolabil, PII (1), y el separador de masa
peptidica, APRPPRA [SEC ID NO: 6], fue sintetizado en una jeringa antes de la generacién de la biblioteca. El
enlazador fotolabil fue elegido porque es estable en una variedad amplia de condiciones y puede ser dividido facilmente
para producir un producto que no requiera purificacion adicional antes del andlisis de MS. La molécula de separador
peptidico, APRPPRA, fue usada para permitir la identificacién del ligando usando MALDI-TOF MS, puesto que
aumenta la masa de los fragmentos de ligando hasta mas de 600 mu, mds alld de los picos matriciales, y ayuda a la
ionizacion de los fragmentos debido al contenido de arginina. El separador fue disefiado de manera que tuviera pocas
0 ningunas interacciones con proteinas de unién a carbohidratos.

La Biblioteca 3 fue disefiada para unirse a proteinas de unién de carbohidratos, particularmente proteinas especifi-
cas de glucosa/manosa. Los bloques de construccién que comprenden las seis posiciones aleatorizadas fueron elegidos
de aminoécidos naturales que presentaban funciones diversas en el grupo funcional de la cadena lateral: por ejemplo,
acidos carboxilicos, amidas, indoles, alifaticos, aromas, imidazoles, hidréxilos, y similares, al igual que glicosil ami-
nodcidos que contienen residuos de manosa y N-acetilglucosamina. Los aminodcidos naturales fueron cubiertos con
los andlogos protegidos con Boc del aminodcido Fmoc mientras que los glicosil aminodcidos fueron cubiertos usando
marcas de codificacién alifaticas. Los aminodcidos 3-12, 14-17, 19, 20, 31, aminoécidos glicosilados 33-20, y las mar-
cas de codificacion alifdticas 36-38 como se muestra arriba fueron usados en Tablas 1 y 2. Las posiciones aleatorizadas
en la biblioteca fueron generadas usando el enfoque de sintesis por divisién (Furka, er Al., 1991, Int. J. Peptide Protein
Res., 37: 487-493 y Lam et al., 1991, Nature, 354: 82-84) usando un sintetizador de columna miiltiple de 20 pocillos
hecho a medida (2,0 ml de capacidad).

Después de cada acoplamiento, la resina fue agrupada, mezclada y dividida antes de la eliminaciéon de Fmoc con
el 20% de piperidina (2 + 18 minutos). Después de cada acilacién y fase de desproteccidn, la resina fue lavada con
DMF (6x). Para el acoplamiento de los aminodcidos no glicosilados, una mezcla del aminodcido protegido con Fmoc
y Boc (90% de Fmoc y 10% de Boc, 4 equivalentes totales) de soluciones concentradas fue activada con TBTU/NEM
durante 5 minutos y luego afnadida a los pocillos. Para el acoplamiento de los aminodcidos glicosilados, 3 equivalentes
de una mezcla del aminoécido glicosilado (67%) y la marca de codificacién alifatica (33%) fue activada con Dhbt-OH
y directamente afadida a los pocillos (33 y 36, 35 y 37, 34 y 38). Los tiempos de acoplamiento estaban comprendidos
entre 4 y 12 horas y la finalizacién de la reaccién fue controlada por la prueba de Kaiser (Kaiser, et al, 1970, Anal.
Biochem., 34; pp.595-598).

Después del acoplamiento final, los grupos de proteccion de cadena lateral fueron eliminados usando un cdéctel
que consistia en TFA 87.5%, EDT 2.5%, tioanisol 5% y H,O 5% durante 2.5 horas. Luego, la resina fue lavada con el
90% de acido acético acuoso (4 x 5 minutos), DMF (2 x 2 minutos), 5% DIPEA en DMF (2 x 2 minutos), DMF (4 x
2 minutos), CH,Cl, (10 x 2 minutos), y finalmente con metanol (5 x 2 minutos), antes de ser secados por liofilizacién
durante toda la noche. Los grupos de proteccién del acetilo de los carbohidratos fueron eliminados por hidrélisis con
hidrato de hidrazina (55 ul) en metanol (1 ml) durante 6 horas, seguido de lavado con metanol (3 x 2 minutos), CH,Cl,
(3 x 2 minutos), metanol (3 x 2 minutos), H,O (3 x 2 minutos), tolueno (3 x 2 minutos), y finalmente éter dietilico (3
X 2 minutos).
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Ejemplo 8
Resintesis de ligandos activos

Los ligandos para la unién a proteinas en fase sdlida fueron resintetizados en PEGA,y para el andlisis de las
proteinas de los miocitos y proteinas de la membrana de E. coli en los ejemplos sucesivos y en PEGAg para la
mezcla de 6 proteinas en el ejemplo abajo, usando métodos estandar de sintesis de péptidos en fase sélida por Fmoc
como se describe, por ejemplo, en Atherton et al., 1998, In: Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach, IRL
Press at Oxford University Press: Oxford, pags. 76-79.

Ejemplo 9
Proliferacion de los miocitos

Los miocitos fueron preparados a partir de ratas Wistar neonatales de 1 a 5 dias de vida (Universidad de Copenhage)
segun el procedimiento de la bibliograffa descrito en Busk ez al., 2002, Cardiovasc. Res., 56, 64-75 y colocados en
ocho placas de cultivo P10 a 6 millones de células/placa. Las células crecieron a 37°C y una humedad del 5% de
CO, en Medios de Eagle modificados (MEM) sin suero. Después de 2 dias, las células adherentes fueron lavadas a la
temperatura ambiente con MEM sin suero (2x) y se afadi6 MEM fresco. A cuatro de las placas, también se afladieron
10 uM de fenilefrina (PE). Las células crecieron durante dos dias mas y luego fueron cosechadas como se describe
abajo. Las células tratadas con PE fueron significativamente aumentadas en el momento de la cosecha.

Ejemplo 10
Proliferacion de DH 5a-136 de Escherichia coli

[0194] Un cultivo de 400 ml de DH 5«-136 de Escherichia coli (Carlsberg Research Center Collection) fue pre-
parado segtin los procedimientos descritos en Hanahan, 1985, en: DNA Cloning, Vol 1, Glover, D., ed., IRL Press
Ltd, pp. 109- 135. Las células crecieron a partir de in6culos en medios de LB a 37°C durante 5 a 6 horas y fueron
cosechadas en esta fase logaritmica a una densidad 6ptica de 0,8 (600 nm) por centrifugado (10.000 r.p.m. durante 10
minutos a 4°C). Los medios que contenian proteinas extracelulares fueron retenidos y el granulado fue lavado una vez
con PBS, pH 7.6 (peso celular = 2.22 g).

Ejemplo 11
Preparacion de proteina marcada de miocitos inducidos con PE y basales

La proteina fue extraida de miocitos preparados como se ha descrito anteriormente para el Ejemplo 9, usando
un procedimiento nuevo modificado de protocolos existentes, principalmente: Arnott, et Al., 1998, anal. Biochem.
258, 1-18. Los medios fueron eliminados de las placas y las células adheridas fueron tratadas durante 10 minutos
con tampdn fosfato helado (0.25 ml, 10 mM, pH 7.5, aumentado con 0.15 M de NaCl, 60 mM de Benzamidina HCI,
5 mM de EDTA, 10 ug/ml E-64, 10 pg/ml de leupeptina, 10 ug/ml de pepstatina A, y 1 mM PMSF). Las células
fueron descartadas de las placas y luego lisadas (en hielo) en un sonicador (2x) usando ciclos de 10 segundos fuera/10
segundos dentro.

La suspensién resultante fue aumentada con CHAPS, DTT, y urea a una concentracién final de CHAPS (1% p/v),
DTT (5 mM), y urea (8 M). Después de 10-15 minutos en hielo, la solucién fue centrifugada durante 10 minutos a
15.000 r.p.m. a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y el contenido de proteina cuantificado mediante la prueba proteica
de NanoOrange (Molecular Probes, Eugene, Oregon): proteina recuperada total: 70.5 ug para células tratadas con PE
y 60 ug para células basales.

El colorante fluorescente verde Oregon 514 (OR) (Molecular Probes) fue usado para marcar las células saluda-
bles/basales mientras que el marcador rojo de rodamina (RR) (Molecular Probes) fue usado para marcar las células
tratadas con PE. Los procedimientos de marcado fueron realizados segtn el protocolo del fabricante. Las soluciones
de proteina (0,25 ml, 50,4 ug para células con PE y 0.25 ml, 42. 8 ug para células basales) fueron dializadas contra
una solucién de tampén fosfato 10 mM, 0,15 M de NaCl, pH 7.5 y luego 1 M de NaHCO; (0,025 ml) afiadido a un
pH final de 8.5. 10 ul de colorante en DMF seco (10 mg/ml) fueron afiadidos y la muestra agitada a la temperatura
ambiente durante 2 horas. La solucién de proteina fue dializada extensamente contra 10 mM de tampdn de fosfato,
0,15 M de NaCl, pH 7.5, para eliminar el exceso de colorante.

En otro caso, el colorante fluorescente de cianina 3 (Cy 3) (Molecular Probes) fue usado para marcar las células
saludables/basales mientras que cianina 2 (Cy 2) (Molecular Probes) fue usado para marcar las células tratadas con
PE. Los procedimientos de marcado fueron realizados segtin el protocolo del fabricante. Las soluciones de proteina
(0.35 ml, 100 ug para células con PE y 0.41 ml, 100 ug para células basales) fueron dializadas contra una solucién de
10 mM de tampén fosfato, 0.15 M de NaCl pH 7.5 y luego 1 M de NaHCO; (0.03-0.04 ml) fue afiadido para obtener
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un pH final entre 8.0-9.0. Para un marcado eficaz, 400 pmol de fldor (solucién de 5 ul fue preparada por adicién
de 2 ul de solucién de fluoroforo reconstruido [1 nmol/ul] y 3 ul de DMF seco) fue usado para marcar 50 ug de
proteina. El fluoroforo y la solucién de proteina fueron mezclados integramente por agitacién en vortex. Las muestras
fueron luego centrifugadas brevemente en un microfuge y dejadas en hielo durante 30 min a oscuras. Para detener
la reaccién, 10 mM de lisina (1 ul) fueron afadidos a las muestras y las muestras fueron mezcladas por agitaciéon en
vortex y centrifugadas brevemente en un microfuge. Las muestras fueron dejadas en hielo durante 10 min a oscuras.
Las soluciones de proteina marcadas fueron dializadas extensamente contra 10 mM de tampén fosfato, 0,15 M de
NaCl pH 7.5, para eliminar el exceso de colorante. Las muestras marcadas fueron almacenadas a -70°C a oscuras hasta
un uso posterior.

Ejemplo 12
Preparacion de proteina marcada de E. coli (proteina extracelular)

El sobrenadante conteniendo proteina extracelular obtenido de células cultivadas de E. coli preparadas como se
ha descrito anteriormente para el Ejemplo 10 (400 ml de caldo), fue concentrado a 80 ml a 4°C en un concentrador
Amicon usando una membrana (Millipore, Bedford, Mass.) con un corte de peso molecular de 6,000 Da (mwco). El
concentrado fue adicionalmente concentrado a 25 ml (concentracion de proteina = 94,5 mg/ml) usando microconcen-
tratores Amicon centrifugados a 3000 r.p.m. durante 1,5 horas. El concentrado fue luego dializado (mwco 10,000 Da)
extensamente contra 10 mM de tamp6n fosfato, pH 6,8 aumentado con 0,15 M de NaCl, 1 mM de ZnCl,, 1 mM de
MnCl,, 1 mM de CuCl,, 1 mM de MgSO,, | mM de CaCl,, y 5 mM de DTT a 4°C. Después de la didlisis, un inhibidor
de proteasa; PMSF, fue afiadido a una concentracion final de 1 mM.

La proteina extracelular fue marcada usando un colorante reactivo a la amina, succinimidil N-metilantranilato
(Molecular Probes), usando procedimientos esencialmente como se ha descrito anteriormente para el marcado de la
proteina de los miocitos en el Ejemplo 11. 50 mg del colorante en DMF seco (5 ml) fueron afiadidos gota a gota con
agitacion a la solucién de proteina extracelular (25 ml) ajustada a pH 8.35 por la adicién de 1 M de NaHCO; (2.5
ml). La reaccidn fue agitada a la temperatura ambiente durante 2 horas. La reaccion fue detenida por la adicion de 1
M de hidrocloruro de hidroxilamina y la agitacion continué durante otra hora. La solucién fue dializada durante toda
la noche (10.000 mwco Da) a 4°C contra 10 mM de tampén fosfato, pH 6.8 conteniendo, 1 mM de ZnCl,, 1 mM de
MnCl,, 1 mM de CuCl,, 1 mM de MgSQO,, | mM de CaCl,.

Ejemplo 13
Preparacion de proteina marcada a partir de E. coli (proteinas de membrana)

El aislamiento de proteinas de membrana a partir de E. coli fue conseguido a través de la modificacion de los
procedimientos de la bibliografia publicada: Auer, et al., 2001, Biochemistry, 40:6628-6635, y Molloy, et al., 2000,
Eur. J. Biochem. 267:2871-2881. Tras la incubacion de células de E. coli durante 2 dias, las células lavadas fueron
rascadas de las placas y centrifugadas como se ha descrito anteriormente para el Ejemplo 10. El granulado celular
(aproximadamente 1 g) fue suspendido en S0 mM de tris HCI, pH 7.5 y prensado (2x) en una prensa francesa a 1500
psi. La suspension resultante fue centrifugada a 2500 x g durante 10 minutos. El sobrenadante helado fue diluido
con 2,5 ml de 0,1 M tampén de carbonato sédico 11 enfriado en hielo y la solucién agitada en hielo durante 1
hora. El ultracentrifugado fue luego realizado a 115.000 x g durante 1 a 1,5 horas a 4°C, produciendo un granulado
1 y sobrenadante 1. El granulado de membrana 1 fue resuspendido en 50 mM de Tris HCL, pH 7,5 y el granulado
fue recogido después del centrifugado durante 20 minutos adicionales a 115.000 x g, produciendo un granulado 2 y
sobrenadante 2. El granulado 2 fue solubilizado en 50 mM de Tris HCI, pH 7.5 conteniendo 10 mM de imidazol, 0,5
mM de PMSF, 20% de glicerol, y 1% de dodecil Maltésido (DDM) o 33 mM de octil glucésido (OG) durante 30
minutos a 4°C. La suspension fue luego centrifugada para 10.000 g durante 30 minutos. El granulado y sobrenadante
obtenidos fueron marcados como Granulado 3 y sobrenadante 3.

El contenido de proteina fue determinado controlando la absorbencia de la proteina a 280 nm. La concentracién de
proteina en la muestra de DDM fue 0,93 mg/ml, mientras que en la muestra de OG se obtuvo 0,07 mg/ml de proteina.
La proteina fue dializada contra 10 mM de tampdn PBS, pH 6.8, conteniendo 1 mM de ZnCl,, | mM de CaCl,, 1| mM
de MnCl,, y 1 mM de MgSO, durante 1 a 2 horas contra tres cambios de tampén.

La proteina fue marcada con colorante de succinilantranilato (azul) amino reactivo DDM (0,49 mg de colorante) y
OG (0,03 mg de colorante) segtin el mismo protocolo usado en el marcado extracelular anteriormente descrito para el
Ejemplo 12. La reaccién de parada del marcado (adicién de hidrocloruro de hidroxilamina) no fue usada en este caso,
para evitar la dilucién de la proteina. La mezcla fue dializada durante toda la noche contra 10 mM de tampén PBS,
pH 6.8 conteniendo 0.01 mM de ZnCl,, 0.01 mM de CaCl,, 0.01 mM de MnCl, y 0.01 mM de MnSO,, contra tres
cambios de tampon.
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Ejemplo 14
Preparacion de mezcla marcada aleatoria de seis proteinas

Las proteinas siguientes, Concanavalina A (400 ug), lectina de Lens culinaris (390 ug), lectina de Pisum sativum
(300 ug), lectina de Wisteria floribunda (260 ug), albimina de suero bovino 470 ug, y gliceraldehido-3-fosfato-des-
hidrogenasa, (450 ug), fueron solubilizadas en 10 mM de PBS aumentado con 1 mM de CaCl, (500 ul) al que se
afiadié 1 M de Na,CO; (50 ul) para un pH final de 8.3. La mezcla de proteinas fue marcada con colorante Alexa 488
(Molecular Probes) segtn el protocolo del fabricante. Después de detener la reaccion con 1,5 M de hidroxilamina (15
1) el exceso de colorante fue eliminado mediante lavado (6 x 1 ml) de la mezcla de proteinas en un centricon YM-10
centrifugada a 5000 x g con 10 mM de PBS, pH 6.9, aumentada con 1 mM de CaCl, y 1 mM de MnCl,. La mezcla de
proteinas fue lavada hasta el filtrado que ya no fue fluorescente.

Ejemplo 15
Seleccion en fase solida de la biblioteca 1 con proteinas de miocitos marcadas

La biblioteca de ligandos 1 (200 mg), preparada como se describe para el Ejemplo 5, fue transferida a una jeringa
ajustada con una vdlvula de parada y las perlas de ligando fueron lavadas durante 10 minutos (3x) con 10 mM de
tampén fosfato, pH 6.8, suplementado con 0,15 M de NaCl, 1 mM de Ca®>*, 1 mM de Zn**, 1 mM de Mn**, 1 mM
de Cu**, y 1 mM de Mg?** (3 ml). Las perlas de ligando fueron tratadas con una solucién al 1% de BSA durante
30 minutos, luego lavadas con tampén (1x). Una mezcla de proteinas de miocitos marcadas, incluyendo proteina
inducida por PE (138 ul, 40 ug) y proteina basal (167 ul, 40 ug) obtenida como se ha descrito anteriormente para el
ejemplo 11, fue preparada en 1,2 ml de tamp6n, y afiadida a la biblioteca de ligandos en la jeringa. Las proteinas y
biblioteca de ligandos fueron incubadas a la temperatura ambiente durante 16 horas. La biblioteca fue luego lavada con
tamp6n durante 5 minutos luego con agua durante 3 x 5 minutos. La biblioteca fue examinada bajo un microscopio de
fluorescencia y perlas fluorescentes brillantes rojas, verdes, y amarillas (amarillo indicativo de enlaces con colorantes
rojo y verde; la mayoria de las perlas) estaban presentes, al igual que perlas no marcadas. Las perlas fluorescentes
fueron separadas y retenidas para andlisis.

Ejemplo 16
Seleccion en fase solida de bibliotecas con proteinas de membrana marcadas a partir de E. coli

La biblioteca de ligandos 2 (200 mg) preparada como se ha descrito anteriormente para el Ejemplo 6, fue lavada
en una columna de 2 ml (3x10 minutos) con 10 mM de tampén PBS, pH 6.8 conteniendo 1 mM de ZnCl,, | mM de
CaCl,, | mM de MnCl,, y 1 mM de MgSO,. A la biblioteca lavada fue afiadida una solucién de BSA al 1% (600 ul),
y la BSA incubada con la biblioteca durante 30 minutos para evitar enlaces no especificos. La biblioteca de ligandos
fue luego lavada, y la proteina de membrana marcada de E. Coli, preparada como se ha descrito anteriormente para el
Ejemplo 13, fue afiadida (0,1 ml). La biblioteca de ligandos y mezcla de proteinas fue incubada durante toda la noche
a la temperatura ambiente. Al dia siguiente, las perlas fueron lavadas muy bien, 5 x 10 minutos con tampodn, y luego
con agua (3 x 5 minutos). La intensidad de fluorescencia de las perlas fue analizada y las perlas fueron clasificadas
manualmente bajo un microscopio de fluorescencia para obtener 37 perlas fluorescentes que contenian pares de unién
de ligando-proteina, obtenidos para un andlisis adicional.

Ejemplo 17
Seleccion de fase solida de bibliotecas con mezcla marcada aleatoria de seis proteinas

La biblioteca de ligandos 3 (150 mg) preparada como se ha descrito anteriormente para el ejemplo 7, fue lavada
en una jeringa de 5 ml (3x10 minutos) con 10 mM: tampén PBS, pH 6.8 conteniendo 1 mM de CaCl, y 1 mM de
MnCl,. Una solucién de BSA al 1% (600 ul) fue afiadida a la biblioteca lavada e incubada con la biblioteca durante 30
minutos para evitar enlaces no especificos. La mezcla de seis proteinas preparada como se describe para el ejemplo 14,
en 10 mM de tampén PBS, pH 6.8 conteniendo 1 mM de CaCl, y 1 mM de MnCl, fue luego afiadida a la biblioteca
de ligandos e incubada durante 3 horas y 15 minutos. Las perlas fueron luego muy bien lavadas (5 x 10 minutos) con
tamp6n y luego agua (3 x 5 minutos). La intensidad de fluorescencia de las perlas fue analizada y las perlas fueron
clasificadas manualmente en lotes bajo el microscopio de fluorescencia. 112 perlas fluorescentes conteniendo pares de
unién de ligando-proteina fueron retenidos para el andlisis.
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Ejemplo 18
Clasificacion de perlas de ligando-proteina marcadas con fluorescente diferencialmente

Las perlas de la biblioteca de ligandos fluorescentes conteniendo proteina unida obtenida como se describe en
el ejemplo 15 fueron clasificadas usando un COPAS (250) NF Bead Sorter (Union Biometrica, Somerville, Mass.)
equipado con una unica emisién de fluorescencia. Las perlas que emitian fluorescencia de un sélo color contenian
proteinas en un estado fisico, p. ej. proteinas expresadas sélo en el estado hipertréfico inducido por PE (rojas) o
proteinas expresadas sélo en el estado basal (verdes). Puesto que el instrumento mide una emision de fluorescencia
cada vez, las perlas conteniendo un tipo de fluorescencia de color fueron clasificadas primero y luego las perlas
fueron reclasificadas para emisiones del otro color de fluorescencia. La biblioteca fue primero clasificada de manera
que todas las perlas conteniendo fluorescencia verde significante, proteinas basales de miocitos saludables, fueron
aisladas. Las perlas fueron luego reclasificadas para excluir aquellas conteniendo tanto fluorescencias verde como
roja (perlas conteniendo proteinas de ambas células inducidas por PE y basales). Las perlas restantes, que contienen
s6lo fluorescencia verde (proteinas de células basales), fueron clasificadas en perlas fluorescentes brillantes y menos
brillantes, para dar una indicacién bien de la resistencia de unién del ligando a una proteina particular o bien de la
cantidad de proteina presente en la muestra que se une al ligando. Las perlas que no contenian ninguna florescencia
verde fueron reclasificadas para aislarlas con la fluorescencia roja méaxima, por ejemplo, perlas conteniendo los mejores
ligandos que se unen a proteinas expresados s6lo en células tratadas con PE (hipertréficas).

De forma alternativa, las perlas de la biblioteca de ligandos fluorescentes que contenian una proteina unida obte-
nida como se describe en los ejemplos 47, 48, 49 y 51 fueron clasificadas usando un COPAS (250) NF Bead Sorter
(Union Biometrica, Somerville, Mass) equipado con un detector doble. Los colorantes de cianina usados en el proce-
dimiento de marcado, es decir Cy 2 (emision de longitud de onda 510 nm) y Cy 3 (emisién de longitud de onda 570
nm) fueron simultdneamente excitados a 514 nm. La ventana de seleccion de perlas fue luego ajustada de manera que
todas las perlas conteniendo fluorescencia verde significante y ninguna fluorescencia roja fueran aisladas. Las perlas
no seleccionadas fueron luego reclasificadas para obtener perlas que contenian fluorescencia roja (proteinas de células
basales). Las perlas fluorescentes verdes y rojas seleccionadas fueron luego clasificadas en perlas fluorescentes bri-
llantes y menos brillantes para dar una indicacién bien de la resistencia de unién del ligando a una proteina particular
o bien de la cantidad de proteina presente en la muestra que se une al ligando.

Ejemplo 19
Identificacion de ligandos fijados a perlas fluorescentes por MALDI-TOF MS

Los ligandos pueden ser completa o parcialmente identificados por MALDI TOF-MS si la biblioteca es o no
sintetizada por sintesis en escala. Después de la clasificacién automdtica o manual, las perlas de proteina/ligando
marcadas fueron lavadas extensivamente con TFA acuoso al 0,1% para eliminar el fluido de la envoltura residual. El
ligando es dividido de la perla de resina dependiendo del tipo de enlazador usado. En el caso de que el ligando se
fijara a la resina usando un enlazador fotoldbil (bibliotecas 1 2, 3 y 4), las perlas fueron transferidas a un disco de
acero inoxidable e irradiadas con luz UV durante 1 a 2 horas. Fragmentos peptidicos (sintesis en escala) o compuestos
unicos fueron extraidos de la perla con 0,5 ul de CH;CN, luego 0,5 ul de CH;CN/H,O al 70%. Otros 0,5 ul de
CH;CN/H,0 al 70% fueron afiadidos a la perla, seguido inmediatamente por 0,2 I de matriz MALDI de dcido -ciano-
4-hidroxicindmico: CHC). En el caso del enlazador Rink de 4cido 14bil (biblioteca 7), el compuesto fue liberado de
la perla por tratamiento con 95% de TFA o 30 min. La solucién de TFA fue evaporada y los compuestos divididos
fueron extraidos en 2 ul de acetonitrilo al 70% + TFA al 0,1%. Esta mezcla fue luego transferida a un disco de acero
inoxidable al que se afiadié 0,4 ul de matriz de CHC + TFA al 1,0%. 0.4 ul adicionales de matriz de CHC + TFA al
1,0% fueron anadidos para completar la aplicacién de la muestra.

En el caso del enlazador de base 14bil (biblioteca 5), el compuesto fue liberado de la perla de resina por tratamiento
con 0,2 ul de 0,05-0,1M de NaOH durante 1 h. La solucién fue neutralizada por la adicién de un volumen equivalente
de 0,2 pl de 0,1 N de HCI. La mezcla conteniendo fragmentos peptidicos fue transferida a un disco de acero inoxidable
al que se afiadi6 0,2 ul de matriz MALDI (4cido-ciano-4-hidroxicindmico, CHC). La mezcla fue dejada vaporizarse
lentamente hasta sequedad bajo una ldmpara.

Las muestras preparadas de esta manera fueron usadas para obtener espectros en el modo de reflectrén positivo de
un espectrémetro de masas de tiempo de vuelo MALDI (Bruker Reflex III, Bruker-Daltonics, Bremen, Alemania). Un
analisis tipico empleé 100-300 disparos de laser. Si la biblioteca de ligandos ha sido preparada por sintesis en escala
(bibliotecas 1-4), entonces la secuencia (por lo tanto identidad) del compuesto de ligando en la perla fue determinada
usando el programa Mass. Diff. del instrumento automadtico que encuentra la diferencia de masas entre picos de masas
con la masa de uno de los aminodcidos codificados genéticamente. En el caso de codificacion (tal como el uso de
marcas de codificacién alifatica) y bloques de construccién de aminodcidos innaturales, el programa Mass. Diff. fue
modificado de modo que la diferencia de masas entre picos de masas fuera también correspondida con la diferencia
de masas prevista de las marcas y los aminodcidos innaturales. Para bibliotecas preparadas sin sintesis en escala
(bibliotecas 5 y 7) los espectros fueron también adquiridos en el modo de reflectrén positivo de un espectrémetro
de masas de tiempo de vuelo MALDI (Bruker Reflex III, Bruker- Daltonics, Bremen, Alemania). Un andlisis tipico
empled 200-300 disparos de laser. La posible identidad del ligando fue determinada (restringida) comparando la masa
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registrada del ligando con las masas de todos los compuestos posibles formados en la biblioteca. Esta comparacién
se efectud usando un programa informdtico creado internamente. La identidad precisa del ligando puede después ser
confirmada usando fragmentacién en MS como se describe en el ejemplo 41.

Ejemplo 20
Union de proteinas de miocitos marcadas diferencialmente a ligandos identificados

Las perlas que contenian 24 ligandos diferentes especificos identificados como elementos especificos de un par de
unién de proteina-ligando en los Ejemplos 15, 18, y 19, fueron colocadas en 24 pocillos de una placa de filtracién
“Multiwell” (placas Multiscreen DV, Millipore). Las perlas que contenian resina PEGA 4o mas enlazador separador
con componente sin ligandos fueron usadas como un control. La unién se efectud por duplicado con ambas proteinas
basales e inducidas por PE, obtenidas de miocitos y marcadas como se ha descrito anteriormente para el Ejemplo 11.
Las perlas fueron lavadas con agua de Millipore durante 3x5 minutos y luego con 10 mM de tampén PBS (anterior-
mente descrito para el Ejemplo 15) durante 3x5 minutos al vacio. La proteina inducida por PE (33 ul) y proteina basal
(33 ul) fueron afiadidas a cada pocillo respectivamente (10 ug de PE y 8 ug de proteina basal/pocillo). La placa fue
cubierta con hoja de aluminio y dejada incubar a la temperatura ambiente durante toda la noche. Al dia siguiente la
solucién que contenia proteina no unida fue eliminada de cada pocillo bajo succién y las perlas fueron lavadas con
agua de millipore y 10 mM de tamp6n PBS respectivamente durante 3x5 minutos al vacio. Las perlas fluorescen-
tes (hits positivos) conteniendo complejos de unién de proteina-ligando fueron observadas bajo un microscopio de
fluorescencia y los resultados fueron documentados.

Ejemplo 21
“Purificacion de Afinidad”: union de proteinas de miocitos no marcadas a ligandos identificados

Las proteinas especificas de miocitos que se unieron a los ligandos identificados fueron aisladas por purificacién
de afinidad. En tubos sin RNasa ni ADNsa, la proteina inducida por PE no marcada (32 ul, 13,5 ug) y la proteina basal
no marcada (49,6 ul, 10,8 ug) fueron producidas, como se describe en el Ejemplo 11, y precipitadas con acetona (4
volimenes) durante toda la noche. Los granulados fueron resuspendidos en agua de Millipore (130 ul PE y 220 ul
basal). Seis ligandos de hits positivos inducidos por PE y basales, aislados como se ha descrito anteriormente para el
Ejemplo 20, fueron elegidos y lavados como se ha indicado arriba. Para cada pocillo conteniendo ligandos inducidos
por PE, una solucién de proteina inducida por PE no marcada de 7 ul fue afiadida. Para cada pocillo conteniendo
ligandos basales, 8,2 ul de solucién de proteina basal no marcada fue afiadida. Las mezclas fueron incubadas durante
toda la noche a la temperatura ambiente, y al dia siguiente los pocillos fueron lavados con agua de Millipore para
eliminar la proteina no unida durante 3 x 5 minutos, luego con 10 mM de tamp6n PBS (como se describe para el
ejemplo 15) durante 3 x 5 minutos al vacio.

Ejemplo 22

Union de proteinas de membrana no marcadas de E. coli a ligandos identificados

Perlas conteniendo 40 ligandos diferentes especificos que se unen a proteinas de E. coli, los ligandos de unién
aislados por el proceso descrito para el Ejemplo 16 e identificados como se describe para el ejemplo 19, fueron
colocadas en 40 pocillos de una placa de filtracién “Multiwell” (placas Multiscreen DV, Millipore). Las perlas de
control conteniendo resina PEGA 4y mds el separador y enlazador sin compuesto de ligando fueron usadas. El enlace
de proteinas no marcadas de E. coli se efectudé por duplicado. Las perlas de ligando fueron lavadas con agua de
Millipore durante 3x5 minutos y luego con 10 mM de tampén PBS (como se describe para el ejemplo 15) durante
3 x 5 minutos al vacio. Proteina no marcada de E. coli, producida como se describe para el ejemplo 13; (400 ug)
fue afiadida a cada pocillo e incubada a la temperatura ambiente durante toda la noche. Al dia siguiente, la solucién
no unida de proteina de cada pocillo fue eliminada bajo succién y las perlas fueron lavadas con agua de Millipore y
tamp6n respectivamente durante 3 x 5 minutos al vacio.

Ejemplo 23
Purificacion de afinidad de la mezcla de seis proteinas

Cada uno de los ocho ligandos glicopéptidos y péptidos fijados a la resina PEGAg, representativos de los hits
positivos obtenidos de la seleccion de biblioteca como se describe para el Ejemplo 17, identificados y descritos por
el Ejemplo 19, fueron transferidos a cada una de las ocho jeringas de 10 ml (4 ml de resina-ligando). La resina
de ligando fue lavada con 10 mM de tampdén PBS, pH 6.8 conteniendo 1 mM de CaCl, y 1 mM de MnCl,. Una
mezcla de proteinas no marcadas, Glicerol-3-fosfato: BSA: Wisteria floribunda: Lens culinaris: Pisatum sativum en
una proporcién en peso 4:4:4:1:3:1 fue disuelta en 10 mM de tampdén PBS, pH 6.8 conteniendo 1 mM de CaCl, y 1
mM de MnCl,. La mezcla de proteinas (3,5 ml, aprox. 1,2 mg proteina) fue aplicada a cada columna de ligando y
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dejada unirse durante toda la noche. La columna fue lavada con el mismo tampdn hasta que la proteina dejara de ser
eluida (Abs 280 nm). La proteina unida fue eluida de la columna usando 0,5M de manosa en 10 mM de tamp6n PBS,
pH 8.0 conteniendo CaCl, y 1 mM de MnCl, (tamp6n filtrado para eliminar el CaOH, formado) para glicopéptidos
conteniendo s6lo manosa, 0,5 M N-acetilglucosamina en 10 CaOH, mM tampé6n PBS, pH 8.0 conteniendo CaCl, y
1 mM de MnCl, (tampén filtrado para eliminar el CaOH, formado) para glicopéptidos conteniendo sélo GIcNAc, y
ambos tampones para glicopéptidos conteniendo tanto manosa como GlcNAc, o para péptidos no glicosilados. Las
muestras fueron obtenidas en un volumen de aproximadamente 700 ul y congeladas para una identificacién posterior
de las proteinas.

Ejemplo 24
Identificacion de proteinas de una mezcla de seis proteinas que se unen al ligando

La identidad de cada proteina eluida de las columnas de afinidad al ligando del Ejemplo 23 fue determinada por
una combinacién de electroforesis en gel y degradaciéon de Edman. La electroforesis en gel se efectué usando 10%
geles Bis/tris NuPAGE bajo condiciones de reduccién, usando tampén MOPS y luego MES. Las bandas proteicas
fueron coloreadas usando coloracién de plata SilverXpress (NuUPAGE). Las proteinas individuales, al igual que la
mezcla, fueron analizadas junto con las fracciones eluidas. La identidad de cada proteina se obtuvo por comparacién
de la posicién de la banda desde la muestra eluida a aquella de cada una de las seis proteinas conocidas. Las proteinas
eluidas fueron también identificadas por secuenciacién N-terminal de los 10 primeros aminoécidos.

Ejemplo 25
Desnaturalizacion de la proteina antes de la digesta triptica

La proteina fue despejada de perlas que contenian “hits positivos” de unién de ligando-proteina aislados como
se describe para los Ejemplos 21 (proteinas de miocitos) y 22 (proteinas de E. coli). El seccionamiento se efectud
de una manera similar para cada perla, usando métodos diferentes, incluyendo digestas enzimdticas con tripsina,
Endoproteinasa Arg-C, y Endoproteinasa Lys-C, y seccionamiento quimico con CNBr, para aumentar la certeza de
que la proteina correcta fue identificada. El seccionamiento se efectud en diferentes perlas o en perlas individuales en
tubos, o en perlas individuales que se encontraban en un disco de acero inoxidable. En algunos casos, las proteinas
fueron desnaturalizadas y el enlace bisulfuro dividido antes de la digesta triptica, de modo que la digestién podria
durar hasta la finalizacién. En cualquier caso, resultados similares fueron obtenidos.

Una unica perla que contenia un complejo de unién de proteina-ligando fue tratada con 10 M de guanidina HCI (15
u1), 50 mM de tampén bicarbonato de amonio, pH 7.8 (3.8 ul), y 20 mM de DTT (6.2 ul). La solucién fue calentada
a 60°C durante 45-60 minutos. El volumen de reaccion total fue 25 ul. Después de la desnaturalizacién, la reaccién se
dejé enfriar y se afiadieron 50 mM de tampdn bicarbonato de amonio, pH 7.8 (200 1) de modo que la concentracién
final de guanidina HCI fue 0.75 M. La digesta triptica en perla fue luego realizada como se describe abajo para el
Ejemplo 26.

Ejemplo 26
Digesta triptica de perla individual

Una tnica perla conteniendo ligando y proteina unida desnaturalizada o no desnaturalizada fue transferida a una
ribonucleasa y tubo de PCR sin ADNsa. La perla fue lavada con 15 ul de agua durante 15 minutos con agitacion. El
agua fue eliminado y la perla fue lavada con 15 ul de acetonitrilo al 100% en un agitador. La perla fue luego colocada
en una speedvac hasta secarse completamente. La perla seca fue mezclada con 15 ul de DTT (10 mM en 0,1 M de
bicarbonato de amonio) a 56°C durante 1 hora. Tras el enfriamiento el DTT fue eliminado y 50 mM de vodoacetamida
fueron afnadidos en 0.1 M de bicarbonato de amonio (15 ul). La mezcla fue incubada a oscuras durante 30 minutos a
la temperatura ambiente. La yodoacetamida fue eliminada y la perla lavada con 30 ul de acetonitrilo al 100%. La perla
fue secada en la speedvac hasta secarse.

A la perla seca se anadi6 tripsina en 50 mM de bicarbonato de amonio a una concentracién de 12,5 ng/ul. La
muestra fue incubada a 37°C durante toda la noche. La solucién fue secada y los péptidos divididos fueron extraidos
en un tubo de Eppendorf con 0,4 ul de acetonitrilo al 70% + TFA al 0,1%, seguido de una mezcla de 0,4 ul de
acetonitrilo y agua (2:1) + TFA al 0,1%, y luego 0,5 ul de TFA al 0,1%. Los extractos fueron combinados, y 0,2 ul
de la mezcla anterior fueron transferidos a un disco de acero inoxidable al que se afiadieron 0,2 ul de matriz CHC
+TFA al 1,0%. En algunos casos, una gama de 0,1-1% de TFA fue usada también, puesto que el dcido férmico al 1% a
veces facilita mejores sefiales de la muestra durante MALDI-MS. La solucién restante fue transferida a un tubo nuevo
y almacenada a -20°C. De forma alternativa, la perla fue colocada sobre el disco de acero inoxidable tras el secado
y se efectud la extracciéon directamente en el disco de acero inoxidable. En ambos casos, se obtuvieron resultados
similares.
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La digesta triptica fue también realizada en 3-4 perlas en un tubo de Eppendorf de una manera similar a la que
se describe para perlas individuales, anteriormente en este ejemplo. Se obtuvieron resultados similares. Las proteinas
fueron identificadas como se describe mds abajo para el Ejemplo 31.

Ejemplo 27
Digesta de endoproteinasa Asp-N en perla

La digestion proteolitica por la peptidil-Asp-metaloendopeptidasa se efectué usando el protocolo descrito en
Sturrock, et al. 1997, Biochem. Biophys. Res. Commun., 236:16-19, con modificaciones. Normalmente, después de
que la proteina unida a la perla de ligando fuera sometida a reduccién y la alquilacién fuera realizada segtn el protoco-
lo descrito en el método de digesta en perla triptica en el ejemplo 26, se afiadieron 20 ul de una solucién conteniendo
10 ug de peptidil-Asp-metaloendopeptidasa en 50 mM de tampdn bicarbonato de amonio, pH 8.0. La reaccién fue
realizada durante 16 horas a 37°C. Los solventes fueron evaporados y los péptidos divididos fueron extraidos como se
ha descrito anteriormente para el ejemplo 26, y analizados como se describe abajo para el ejemplo 31.

Ejemplo 28
Digesta de endoproteinasa Lys-C en perla

Después de que la proteina unida a la perla de ligando fuera sometida a reduccién y la alquilacién fuera realizada
segtin el protocolo descrito para el proceso de digesta en perla triptica para el Ejemplo 26, se afiadié una solucién de 20
w1 conteniendo 10 ug de Endoproteinasa Lys-C (en 50 mM de tampdn de bicarbonato de amonio, pH 8.0). La reaccién
fue realizada durante 24 horas a 37°C. Los solventes fueron evaporados y los péptidos divididos fueron extraidos como
se describe para el ejemplo 26, y analizados como se describe abajo para el Ejemplo 31.

Ejemplo 29
Digesta de endoproteinasa Arg-C en perla

Después de que la proteina unida a la perla de ligando fuera sometida a reduccién y la alquilacion fuera realizada
segtin el protocolo descrito para el proceso de digesta triptica en perla para el ejemplo 26, se afiadié una solucién de 20
w1 conteniendo 10 ug de Endoproteinasa Arg-C (en 50 mM de tamp6n de bicarbonato de amonio, pH 8.0). La reaccion
fue realizada durante 16 horas a 37°C. Los solventes fueron evaporados y los péptidos divididos fueron extraidos como
se describe para el ejemplo 26, y analizados como se describe abajo para el ejemplo 31.

Ejemplo 30
Seccionamiento con CNBr en perla

El seccionamiento con CNBr fue realizado segtin el protocolo descrito en Youngquist et al., 1995, J. Am Chem.
Soc., 117:3900-3906. A una tnica perla de proteina-ligando en un tubo de Eppendorf de 500 ul se afiadieron 15 ul
de 20 mg/ml de CNBr en 0,1 N de HCI. La reaccién fue dejada proceder a la temperatura ambiente a oscuras durante
14 horas. Las muestras fueron secadas en una speedvac y los péptidos divididos fueron extraidos como se ha descrito
anteriormente para el Ejemplo 26, y se analizaron como se describe abajo para el ejemplo 31.

Ejemplo 31
Identificacion de proteinas

Las proteinas aisladas que se unieron a ligandos especificos fueron identificadas usando la obtencién de la huella
genética de la masa de péptidos. Los espectros de masa fueron registrados en un espectrometro de masas de tiempo-
de-vuelo MALDI de Bruker Reflex III (Bruker-Daltonics, Bremen, Alemania) accionado en el modo de reflectrén
positivo usando extraccion retardada. Las mediciones fueron realizadas usando los siguientes pardmetros: potencia
83-84 V; lente 7.300. La cantidad de 200-300 disparos fue usada para cada espectro.

Los espectros fueron calibrados usando el péptido bradiquinina. En algunos casos, la calibracion de la masa interna
fue realizada usando un producto de autdlisis de tripsina porcina. Las masas peptidicas fueron buscadas contra mapas
de masa peptidica en la base de datos del centro nacional para la informacién biotecnolégica (NCBI) usando los
motores de bisqueda siguientes encontrados en el sitio web (www.) para cada una de ellas:
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MS-FIT (prospector.ucsf.edu/ucsthtml/msfit.htm),
Profound (129.85.19.192/profound_bin/WebProFound.exe), y

MASCOT (matrixscience.com).

Una busqueda fue realizada mediante la base de datos bacteriana (E. coh) de NCBI y las bases de datos mamiferas
para las proteinas aisladas de las muestras de E. coli y de miocitos, respectivamente, y las bases de datos mamiferas
Swiss Prot y las bases de datos viricas Swiss Prot fueron buscadas para identificar las proteinas porcinas macréfagas
y proteinas, respectivamente. Se estimé una gama de masa molecular de 0-250 K Da, permitiendo una exactitud de
masa que varié de 0.1 Da (algunos casos 0.3 Da) para cada masa peptidica. Una amplia gama de ul de 0-14 o 0-12
fue considerada para cada bisqueda. Si ninguna proteina coincidia, la ventana de masas se extendia. Seccionamientos
enzimaticos parciales que permitian dos sitios de seccionamiento perdidos y modificacién de cisteina por alquilacién
fueron considerados en los enfoques de busqueda. Una proteina fue considerada identificado si los péptidos coinci-
dentes cubrian al menos el 30% de la secuencia completa. Una correspondencia inferior al 30% fue considerada en
algunos casos, si se obtuvieron picos prominentes. Normalmente, cuatro o mds péptidos fueron usados para la identifi-
cacion. En algunos ejemplos, proteinas hipotéticas o productos genéticos, tal como material bioquimico, bien ARN o
proteina, calculados a partir de la expresion prevista de un gen y a los que se les puede asignar una funcién basdndose
en la homologia secuencial, fueron identificados.

Ejemplo 32
Resultados para Biblioteca de miocitos/ligando 1

El uso de los procedimientos anteriormente descritos para los Ejemplos 1-5, la biblioteca de ligando 1 (conteniendo
aminodcidos innaturales) como se describe para el Ejemplo 5, las proteinas de miocitos preparadas y marcadas como se
describe para los Ejemplos 9 y 11, la seleccién como se describe para el Ejemplo 15, la clasificacion e identificacién
como se describe para los Ejemplos 18 a 21, la digestion e identificacién de proteinas como se describe para los
Ejemplos 25-31, los pares de unién de proteina-ligando previamente desconocidos especificos diferenciales fueron
identificados para las mezclas de proteinas de miocitos normales (basales) y las proteinas de miocitos tratadas con
fenilefrina (PE) seleccionadas contra los ligandos de biblioteca 1. La fenilefrina fue usada para proporcionar un modelo
in vitro de hipertrofia, por ejemplo, hipertrofia cardiaca (Arnott et Al., 1998, anal. Biochem., 1, 1-18).

Los resultados mostrados en la Tabla 4 abajo demuestran que el proceso de la invencién puede ser usado con
éxito para identificar proteinas de membrana tales como canales fonicos, simporters, y receptores acoplados a la pro-
teina G, junto con ligandos especificos que se unen a ellas, en una fase rdpida. Este es un resultado importante a
consecuencia de este hecho de que al menos el 50% de todas las dianas de firmaco son proteinas de membrana.
Proteinas de abundancia baja, es decir, proteinas con una preferencia codénica de <0,1, tales como factores de trans-
cripcidn, proteinas quinasas, y fosfatasas (véase, por ejemplo, Gygi et al, 2000, Curr. Opin. Biotechnol., 11 pégs.
396-401), fueron también detectadas. La observacién de que mds de una proteina se une a un ligando implica que
cada una de las proteinas identificadas se unen con el mismo ligando o, en algunos casos, las proteinas que traba-
jan juntas e interactiian entre si (es decir, complejos de proteina; p. ej. Entradas 1 y 5) fueron aisladas. El tipo de
biblioteca usado para la seleccion restringe el nimero y tipo de proteinas que puede ser identificado. En la préctica,
diferentes tipos de bibliotecas son seleccionados con la misma mezcla de proteinas. Los procedimientos descritos pa-
ra la sintesis de la biblioteca, seleccidn, clasificacion, e identificacion de ligandos y proteinas pueden ser facilmente
automatizados usando procedimientos conocidos para convertir estos procedimientos realmente en “alto rendimiento
especifico”.

Las proteinas catalogadas en la Tabla 4 representan algunas proteinas que son mds abundantes en un estado celular
que en el otro. En este ejemplo, entradas 1-6 son proteinas que estdn principalmente presentes en células basales
pero no en células hipertrofiadas, mientras que las Entradas 7-12 muestran la situacién inversa. Ambos conjuntos
de proteinas son en consecuencia importantes en la etiologia de la hipertrofia cardiaca e identifican estos pares de
proteina-ligando especificos para el uso en el desarrollo de una terapéutica nueva para una enfermedad, por ejemplo,
la hipertrofia cardiaca.

Los ligandos identificados también proporcionan una herramienta importante para promover una comprension
de la enfermedad de la hipertrofia a nivel molecular. Algunas proteinas identificadas como enlazadoras de estos li-
gandos son ttiles como marcadores bioldgicos para la hipertrofia cardiaca y enfermedad relacionada, ayudando al
diagnéstico. La modalidad terapéutica tradicional para la mejora de la enfermedad cardiaca incluyendo la hipertrofia
es principalmente a través del uso de inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA), B-bloquea-
dores, y moduladores del canal fénico. En la tabla 4, las entradas 5 y 11 son canales iénicos identificados como
proteinas de unidn, y el efecto de estos en la hipertrofia cardiaca puede ahora ser investigado usando los ligandos
identificados. Ademads, puesto que los canales i6nicos son importantes en una gama amplia de enfermedades (p. ej.
epilepsia e hipertension) los ligandos identificados proporcionan moldes disefiados para nuevos candidatos de farma-
cos para enfermedades existentes relacionadas con los canales i6nicos identificados. Es conocido, por ejemplo, que
una de las proteinas identificadas por este proceso (véase la tabla abajo), quinasa de cadena ligera de la miosina, es
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importante en la etiologia de la hipertrofia cardiaca (Aoki et al, 2000, Nat. Med., 6, 183-188). A partir del anélisis
gendmico de los genes afectados en modelos alternativos de hipertrofia cardiaca, los genes que fueron enriquecidos
con hipertrofia inducida por carga y en corazones neonatales (estado hipertréfico) incluian genes que codificaban
para la proteina fosfatasa 1 gamma, NADH-deshidrogenasa mitocondrial y la proteina ribosémica L3 60S (Johnatty
et al, 2000, J. Mol. Cell. Cardiol., 32, 805-825). Ademads, la expresion genética de la ATP sintasa mitocondrial en
ratones fue regulada a la baja después de la induccién de la hipertrofia con isoprenalina (Friddle er al, 2000, Proc.
Nat. Acad. Sci., 97, 6745-6750). Estas proteinas o aquellas cercanamente relacionadas fueron identificadas como
proteinas de unién especificas en este ejemplo, junto con ligandos de unién especificos (ver tabla 4, entradas 4, 7
y 11). Las proteinas de identidad o funcién desconocida en la hipertrofia cardiaca fueron también observadas (p.
ej. proteinas SPTR, reguladores de receptores de la proteina G usados para sefialar proteinas hipotéticas). Los li-
gandos asociados identificados para estas proteinas pueden utilizarse para dilucidar su importancia en la hipertrofia
cardiaca.

La importancia de seis ligandos en la hipertrofia cardiaca fue investigada examinando el efecto del ligando en el
aumento en la sintesis de proteinas (medida por aumento en la sintesis de ADN) en miocitos que han sido tratados
con suero para inducir un estado hipertréfico (figura 3). Tres ligandos Phe-Gua-Pal-Tyr-Gua-Tyr [SEQ ID NO: 66],
Abi-Thr-Hyp- Hyp-His-[SEQ ID NO: 68], y Pya-Gua-Abi-Asp-Abi-Tyr [SEC ID NO: 69] redujeron la extension de
la sintesis de ADN en miocitos normales e hipertrofiados.

&-Xs-&—Xg,-Kg-X1-Sepafad°F-P“‘o

X _¢ = aminodcidos naturales e innaturales (3-12, 21-30)

Separador = H H
HaN NWO\/\OAVDW N NH

(W] ] O
Oz2N OH
e S0t
FmocHN OH
OCHa
TABLA 4

Lista de ligandos y proteinas identificados para la biblioteca 1 y proteinas de miocitos

Entrada | Ligando identificado Proteina(s) identificada(s)

Miocitos normales

1 Pip-Pal-Pal-Phe-Pya-Pip | quinasa de cadena ligera de la miosina
[SEC ID NO: 7] activada con Ca2+/calmodulina (gi
284660) (LA, MA); regulador de la
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variante de sefalizacion de proteina G
(RGS 14) (gi 2708808) componente de
ATP sintasa (subunidad e) (gi 258788)
(M);; citocromo P450 (gi 544086) (M);
proteinas ribosdémicas (60s) (gi
21426891); SPTR (gi 20837095) (M)

Pya-Hyp-Hyp-Phe-Acm-
Tyr [SEC ID NO: 8]

Troponina T (gi 547047); quinasa de
cadena ligera de la miosina activada con
Ca2+/calmodulina (gi 284660) (LA, MA);
proteina quinasa dependiente de cGMP
(gi 284660)(LA)

Pya-Gua-Pip-Acc-Phe-
Pip [SEC ID NO: 9]

NADH-deshidrogenasa; componente de
union de ATP (gi 18598538) (M);
polipéptido pesado 9 de miosina (gi
13543854); proteinas asociadas a
histona (gi 20893760) (M)

Phe-Aze-Gly-su-Gly-Aze
[SEC ID NO: 10}

Proteinas hipotéticas (gi 20474763);
proteinas ricas en cisteina y tirosina de
funcién desconocida (gi17064178) (M);
(ATP sintasa mitocondrial (gi
13386040); proteinas ribosomicas (60s
L series)(gi 21426891)); SPTR
(gi12842570).

Phe-Thr-Pya-Pip-Asp-His
[SEC ID NO: 11]

(Canal de sodio (gi 18591322) (M);
canal de cloruro (gi 6978663/4502867)
(M)) troponina | (gi 1351298);; proteina
de dedo de Zn (gi 18591322) (MA);
SPTR (portador de soluto dependiente
de Ca peroxisémico (putativo) (gi
12853685); receptor adrenérgico Beta-2
(gi 12699028)

Phe-Ppy-Acc-Ala-Ppy-
Hpy [SEC ID NO: 12]

Proteinas hipotéticas; troponina T gi
547047;, (fosfolipasa C (MA),
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transferasa de acil esterol fosfatidicolina
(400167;LCAT-PIG 9)).

7 Phe-Thr-Tyr-Phe-Ala-Lys | Proteina serina/treonina quinasa (gi
[SEC ID NO: 13]; 573005%5); anhidrasa carbodnica VII
(9i10304383).
8 His-Tyr-Pip-Thr-Acm-Abi | complejo P27 ciclina A-CDK2 de cadena
[SEC ID NO: 14j; C: (Ciclina A?) (gi2392395); proteina
Hipotética XP_154035.
9 Tyr-Pip-Thr-Acm-Aze-His | N4-(B-glucosaminil-L-asparaginasa;
[SEC ID NO: 15]; (9i7435941); elemento Il de subfamilia A
de 4 dominios de expansién de
membrana (gi7435941).
10 Phe-Phe-Phe-Pip-Aze- Fosfatidil transferasa de acil esterol
Gua [SEC ID NO: 16]; colina (400167; LCAT-PIG 9).
11 Phe-Gua-Asp-Abi-His- Proteina hipotética XP_043250 (gi
Aze [SEC ID NO: 17]; 14773490)
Miocitos tratados con fenilefrina (Hipertroficos)
12 Phe-Abi-Pal-Hyp-Thr-Hyp | Proteina asociada con dedos de zinc gi
[SEC ID NO: 65] 20304091, proteinas ribosémicas 40S
Serie L (gi 206736/133023);
13 Phe-Gua-Pal-Tyr-Gua- Glucosa-6-fosfatasa (gi
Tyr [SEC ID NO: 66] 6679893/15488608); succinato
deshidrogenasa; proteina de interaccion
con ARL (gi 4927202) (M); SPTR (gi
12834839) (M), proteina de unidén a
acidos nucleicos.
14 Pal-Abi-Gly-Gly-Abi-His Proteina ribosémica (60s + 40s) (gi
[SEC ID NO: 67] 20875941/6677773 y gi 20846353);
receptor de lipoproteina de baja
densidad (gi 20846353).
15 Abi-Thr-Hyp-Hyp-His- Fosfofructoquinasa (gi 7331123);

[SEC ID NO: 68]

Proteina de unién de selenio (gi
8848341/6677907), (proteina quinasa
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rica en arginina de serina (LA);
guanilato quinasa (gi 20986250) (LA),
(M); SPTR (gi 12842823) (M, proteina

de interaccion con actina.

16 Pya-Gua-Abi-Asp-Abi-Tyr | SPTR (gi 20869775) (M); proteinas
[SEC ID NO: 69] ribosémicas (60s) (gi
20875941/6677773); (canal de calcio (gi
3202010) (M), isoforma de proteina de
canal Slo (gi 3644046) (M), canal
activado con calcio de conductancia de
potasio (gi 6754436,NP 034740) (M);;
regulador de sefalizacién 8 de proteina
G (gi 9507049).

17 Abi-Phe-Abi-Phe-Che-Tyr | Catepsina E (gi 4503145); proteinas
[SEC ID NO: 18] ribosémicas (60s Serie L) (gi 20826861).
18 Pal-Gly-Abi-Hyp-Pya-Trp | NAS putativa sin clasificar (gi
[SEC ID NO: 56]; 12861084); proteina con dedos de Zn
64 Putativa (gi 12849329).
19 Lys-Met-Hyp-Trp-Tyr- Glicoproteina de superficie celular (gi

Gua [SEC ID NO: 57]; 23603627); proteina Hipotética (XP-
179829; gi 14720727).

20 Phe-Asp-Trp-Gua-Thr- Receptor nuclear huérfano similar a
Gua [SEC ID NO: 58], hsp40 (NRID 26166582).

En la tabla arriba,

Abi = acido 3-amino-3-(bifenil)-propanoico; Acc = 3-Amino-carboximetil-
caprolactamo;

Aze = acido L-Azetina-2-carboxilico;

ARL = factor tipo ribosilacién de ADP;

Che = acido 1-amino-1-ciclohexanocarboxilico;

Gua = 4-S-(Di-Boc-Guanidino)-L-Prolina; Hip = L-hidroxiprolina-OH;

Pal = L-Dapa(Palmitoil)-OH;

Pil = acido 4-Fenil-Piperidina-4-carboxilico; Ppi = acido 5-Fenil-Pirrolidina-2-

carboxilico;
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Pya = L-3-PiridilAla-OH;

SPTR = proteinas transportadoras de membrana hipotética;

Complejos de proteina posibles, familias de proteinas o proteinas que trabajan cercanamente juntos estan incluidos
entre paréntesis. El circulo grande relleno representa una perla de resina. Las letras entre paréntesis tienen la siguiente
designacion:LA: proteinas de baja abundancia, M: proteina es una de transmembrana o parcialmente incluida en ella.
MA: la proteina estd unida con una membrana.

Ejemplo 33
Resultados para proteina/ligando de E. coli y biblioteca 2

Usando los procesos y procedimientos descritos para los ejemplos arriba, la biblioteca 2 de lactamo de 4cido sidli-
co del Ejemplo 6, y proteinas de membrana de E. coli (es decir, extracto de proteina de E. coli que ha sido procesado
para acceder principalmente a las proteinas de membrana internas y externas) producidas, aisladas y marcadas como
se describe en los Ejemplos 10 y 13 fueron mezcladas entre si y los pares de unién a proteinas y ligandos especifi-
cos fijados a perlas de resina fueron aislados como se describe en el Ejemplo 16. La identidad de los ligandos fue
establecida por MS como se describe en el Ejemplo 19, los ligandos fueron resintetizados en fase s6lida como en el
Ejemplo 8 y los compafieros de unién a proteinas fueron aislados en la perla de resina como se detalla en el Ejemplo
22. La identidad de los compaiieros de union a proteinas para cada ligando fue determinada desnaturalizando primero
la proteina unida a la perla como en el Ejemplo 25, seguido de una digesta triptica de una o varias perlas como se
describe en el Ejemplo 26 y los péptidos resultantes fueron usados para buscar bases de datos para la identidad de
las proteinas como se describe en el Ejemplo 31. De los 37 ligandos aislados, 34 fueron concluyentemente identifi-
cados y usados para el aislamiento e identificacion de las proteinas unidas. Los pares especificos identificados hasta
el momento estdn mostrados en la tabla 5 abajo, donde T(Sa) = lactamo treonina de 4cido sidlico (véase tabla 2 para
estructuras de ligando especificas). Las letras entre paréntesis tienen la designacion siguiente: LA: proteinas de baja
abundancia, M: la proteina esta localizada bien en la membrana interna o externa y puede ser una de transmembrana o
parcialmente incluida en ella, P: protefnas localizadas principalmente en el espacio peripldsmico.

H O

H H O Nh

AcHN
1Y%
HO X4 .4 = Aminodcidos 3-8, 7, 9-16, 18-20, 31

Separador = -GPPFPF-

O.N
Pl = 0\/\.)?\
FmocH OH

OCH;8

X 4..)(3-)(2—)(1 —Beparadok-F| I—O
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TABLA 5

Lista de ligandos y proteinas identificados para la biblioteca 2 y proteinas de membrana de E. coli

Entrad | Ligando identificado Proteina(s) identificada(s)
a
1 T(Sa)-F-N-H-S [SEC ID NO: | Fosfato acetil transferasa (gi
19] 1799680); proteina de choque acido
(gi 1742632); proteina C de
biosintesis de la molibdopterina (gi
15800534).
2 T(Sa)-F-A-L-V [SEC ID NO: | chaperona DnaK (dnak_E.coli),
20] hidrolasa putativa (yhaG_E.coli)
transposasa (gi 158316821);
peroxidasa de citocromo C
(yhjA_E.coli).
3 T(Sa)-F-G-I-W [SEC ID NO: | histidina sintetasa (gi 15803037),
21] aspartato carbamoil transferasa (pyrl
_E. coli), proteina de transporte de
permeasa putativa (b0831_E.co) (M),
proteina hipotética Orf (yids_E.coli).
4 T(Sa)-F-G-I-M [SEC ID NO: | Regulador transcripcional de la

22]

transposasa (gi 18265863) (LA),
GroEL (GroEL_E.coli), proteina

implicada en el sistema de transporte
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de taurina (tauC_E.coli) (M).

T(Sa)-G-V-F-L [SEC ID NO:
23]

Lipoproteina de unién hemo (gi
4062402/40624079) (M), regulador
para D-glucarato, D-glicerato y D-
galactarato (gi 158294209), glutamina
ARNLt sintetasa (gi146168).

T(Sa)-Y-S-M-P [SEC ID NO:
24]

Biotina sintetasa (gi 145425),
deshidrogenasa de uDP-glucosa
(ugd_E.coli), proteina tirosina quinasa
(gi 20140365) (LA), proteinas de
complejo de acido graso oxidasa (gi
145900).

T(Sa)-L-S-W-W [SEC ID
NO: 25]

7-alfa-hidroxiesteriode
deshidrogenasa dependiente de NAD
(gi 15802033), homocisteina
transferasa, nitrato reductasa (P),
lactato deshidrogenasa did_E.coli,
citrato sintetasa (CISY_E.coli).

T(Sa)-H-W-H-I [SEC ID NO:
26]

Manosa-1-fosfato guanil transferasa
(gi 3243143/ 324314), isopropll
malato deshidrogenasa (guaB_E.coli)
(M).

T(Sa)-H-W-V-V [SEC ID
NO: 27]

Aspartato descarboxilasa
dependiente de piruvoil (gi 3212459),
colicina E2. (gi809671/809683),
histidina quinasa (parte pertenece a
narQ_E.coli)}(M).

10

T(Sa)-H-L-G-Y [SEC ID NO:
28]

Proteina implicada en la biosintesis
de lipopolisacaridos (gi 16131496)
(M), fosfomanosa isomerasa
(gi147164), proteina de tipo
citocromo C (gi 15802755), proteina
TrwC (TrwC_E.coli).
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11

T(Sa)-I-Y-L-F [SEC ID NO:
29]

Subunidad b de sector Fo de ATP
sintetasa unida a la membrana
(atpF_E.coli) (M), ATP hidrolasa (gi
1407605).

12

T(Sa)-F-G-L-M [SEC ID NO:
30]

Hemolisina C (gi7416115; gi
7438629), sistema de transporte de
potasio de alta afinidad (kdpC_E.coli)
(M), quinona oxidorreductasa
(qor_E.coli) (M), NA(D)PH
oxidorreductasa dependiente de

ferrodoxina (fpr_E.coli) (M).

13

T(Sa)-W-V-N-M
NO: 31]

[SEC ID

Transposasa (gi 161295379),
proteina de membrana interna para

fijacion en el fago (pspA_E.coli) (M).

14

T(Sa)-M-V-N-W [SEC ID
NO: 32]

Helicasa dependiente de ATP (gi
2507332/16128141), mob C (gi
78702); proteina hipotética Orf
(yciL_E.coli); proteina Tral
(Tri6_E.coli); transposasa putativa (gi
16930740).

15

T(Sa)-H--G-Y [SEC ID NO:
33]

Subunidad fimbrial (gi 2125931),
piruvato quinasa de membrana
externa (gi16129807/15831818) (LA,
M)

16

T(Sa)-L-Y-L-F [SEC ID NO:
34]

Precursor de proteina fimbrial
(gi120422), fosfatasa alcalina
(91581186) (P), citocromo,
componente de ATP sensible al zinc

(cydD_E.coli) (P), aldolasa putativa.

17

T(Sa)-H-W-H-L [SEC ID
NO: 35]

Corismato mutasa (gi 1800006),
xantina deshidrogenasa (gi 157999),
carbamoil fosfato sintetasa

(carB_E.coli); glutamato sintasa
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(NaDPH) (gi 2121143).

18

T(Sa)-F-V-W-H [SEC ID
NO: 36]

NADH deshidrogenasa (gi 1799644)
(M), proteina implicada en la

biosintesis flagelar y componente de
conmutacion motriz (gi1580237 )(M).

19

T(Sa)-Y-GA-M [SEC D
NO: 59]

Proteina de union de lisina-arginina-
ornitina (argT_E.coli) (P),
componente de unién de ATP de
proteina de transporte de glicina-
betaina-prolina (gi 16130591)(P).

20

T(Sa)-L-Y-I-F [SEC ID NO:
37]

Colicina (gi 809683), proteina de
membrana hipotética (yhiU_E.coli)
(M) lipoproteina de membrana
externa (blc_E.coli) (M).

21

T(Sa)-S-V-W-F [SEC ID NO:
60]

Acetli Coa carboxilasa: subunidad
beta (gi 146364); citocromo b
(cibC_E.coli), fosfato acetil
transferasa (gi 1073573), ureasa:
subunidad beta (gi 418161).

22

T(Sa)-H-Y-F-F [SEC ID NO:
61]

Proteina de transporte de molibdeno
(9i1709069), subunidad C de glicerol
3-fosfato deshidrogenasa (gi 146179),
proteina de division celular
(ftsN_E.coli).

23

T(Sa)-I-Y-Y-F [SEC ID NO:
62]

Transposasa (gi10955467); serina
ARNI sintetasa (gi15830232);
Metilasa (gi1709155); Coenzima A
transferasa (gi1613082); proteina de

membrana TraD (TraD_E.coli).

24

T(Sa)-Q-P-G-M [SEC ID
NO: 63]

Helicasa dependiente de ATP:
Homologo de hrpA (NCBIBAA15034);
percursor ydcP de proteasa putativo
(NCBI P76104).
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25 T(Sa)-G-P-H-G [SEC ID | Uroporfirinbgeno descarboxilasa
NO: 64] (hemE_E.coli); proteina J de
exportacion putativa para ruta

secretora general (yhed E.coli).

Los resultados del ejemplo 33 mostrados en la tabla 5 demuestran que el proceso de la invencién puede ser usa-
do con éxito para identificar proteinas de la membrana y ligandos de unién especifica en una fase rdpida. Este es
un resultado importante en vista de que al menos el 50% de todas las dianas de farmaco son proteinas de membra-
na. Las proteinas identificadas fueron proteinas de membrana internas y externas al igual que proteinas del espacio
peripldsmico y algunas del citosol.

Proteinas con una gama amplia de funciones, incluyendo transporte (p. ej. proteina implicada en el sistema de
transporte de taurina), sintesis de proteina (transposasa y chaperona DnaK), metabolismo (corismato mutasa, citrato
sintetasa), y biosintesis del lipopolisacdrido (proteina implicada en la biosintesis del lipopolisacarido) fueron identi-
ficadas al igual que proteinas con una funcién todavia desconocida. El tipo de biblioteca usado restringe el nimero
y tipo de proteinas que puede ser identificado. En la préctica, diferentes tipos de bibliotecas son seleccionados con
la misma mezcla de proteina. Para tipos de células mas complejos, donde, por ejemplo, millares de proteinas serdn
aislados, los procesos descritos pueden ser facilmente automatizados, mediante métodos conocidos.

De las proteinas identificadas en este andlisis, una es una diana probada para fdrmacos antibacterianos. La proteina
ribosémica 50 S (tabla 5, entrada 13) es una diana de cloranfenicol y antibiéticos macrdlidos que bloquean la sintesis
de la proteina bacteriana (véase, por ejemplo, seccién 13: Infectious Disorders, Capitulo 153: Antibacterial Drugs, En:
The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, M.H. Beers y R Markow (Eds), 17% ed. 1999, Merck & Co). A conse-
cuencia de la creciente resistencia bacteriana, hay una urgente necesidad de desarrollar antimicrobianos alternativos.
Los antibidticos aprobados actuales focalizan 15 enzimas bacterianas y complejos macromoleculares (Strohl, W.R.
(Ed): Biotechnology of antibiotics. Marcel Dekker, New York, 1997) en la regién de biosintesis de la pared celular,
permeabilidad de la membrana celular, sintesis de proteina y replicacién de ADN y sintesis de reparacién (seccion 13:
Infectious Disorders, capitulo 153: “Antibacterial drugs”, M.H. Beers and R. Markow (Eds), 17% ed. 1999, Merck &
Co.). En la presente invencidn, todas las proteinas identificadas en este ejemplo son dianas de farmacos putativas para
antibacterianos. Esta premisa puede ser rdpidamente evaluada en ensayos bioldgicos usando el compafiero de unién
de ligandos correspondientes que han sido también identificados. Asi, todos los ligandos de unién identificados son
agentes antibacterianos putativos, a condicién de que estos interactiien selectivamente con proteinas bacterianas en el
huésped o interactiien con una proteina bacteriana para la que no hay ningtin equivalente humano.

En la era de la genémica, donde los genomas completos de diferentes patdgenos son conocidos, diferentes dianas
antibacterianas putativas nuevas han sido postuladas después de un andlisis de secuencias intensivo. Algunas de estas
dianas de farmacos antibacterianas recién reconocidas también han sido identificadas en este ejemplo y estdn men-
cionadas mds abajo. La histidina quinasa (tabla 5, entrada 17) ha sido reconocida recientemente como una proteina
diana para agentes antimicrobianos. (Matsushita et al., 2002, Bioorg. Med. Chem., 10, 855-67; Deschenes et Al., 1999,
Antimicrob. Agents Chemother., 43: 1700-03; Lyon et al., 2000, Proc. Nat. Acad. Sci., 97, 1330-35). Una empresa
constituida en Filadelfia, Chaperone Technologies (ver el sitio web: chaperonetechnologies.com/technology.htm), se
basa en el desarrollo de fairmacos antimicrobianos de compuestos que se unen con la chaperona DnaK (tabla 5, entrada
10). La empresa farmacéutica anterior SmitKline Beecham ha desarrollado métodos de uso de la subunidad alfa de la
nitrato reductasa (tabla 5, entrada 15) para seleccionar antibacterianos eficaces contra S. aureus (Molecular Targets,
2001, 12, pp. 13; sitio web: experts.co.uk). La fosfomanosa isomerasa (tabla 5, entrada 18) es una enzima esencial
en la sintesis de GDP-manosa que es utilizada en la sintesis de lipopolisacdridos, glicoproteinas, y exopolisacaridos
(Wills et al, 2000, Emerging Therapeutic Targets, 4(3): 1-30). Esta enzima ha sido reconocida como una diana de fér-
maco potencial para antifungicidas y en Candida, ha sido inhibida por sulfadiaceno (Wells et al, 1996, Biochemisty,
34, pp. 7896-7903). Todas las aminoacil ARNTt sintetasas son dianas putativas para agentes antibacterianos. De hecho,
el antibiético aprobado, mupirocina, inhibe la enzima isoleucina ARNt sintetasa, (seccién 13: Infectious Disorders,
capitulo 153: Antibacterial Drugs, en The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, M.H. Beers y R. Markow (Eds),
17 ed. 1999, Merck & Co.) para el que el andlogo de glutamina ha sido identificado por este ejemplo de la invencién
(tabla 5, entrada 13).

A partir del andlisis microbiano gendmico, diferentes clases de proteinas, tales como proteinas de la membrana
externa, factores de interaccién con el huésped, peneasas, enzimas metabdlicas, replicacién y transcripcién de ADN
y aparato de reparacién, han sido identificadas como dianas de firmaco antibacterianas putativas (M. Y. Galperin y
E.V. Koonin, 1999, Curr. Opin. Biotechnol., 10, 571 578) y estdn entre las proteinas de unién detectadas por este
ejemplo de la invencién y estdn mencionadas mds abajo. Un andlisis de los factores de virulencia, dianas de farmaco
potenciales en H. pylori y N. meningiti-dis, demostr6 que la carbamoil fosfato sintetasa (tabla 5, entrada 25), NADH-
ubiquinona oxidorreductasa (véase Tabla 5, entrada 20), proteina Fimbrial (tabla 5, entradas 23 y 24), proteina de bio-
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sintesis del LPS (tabla 5, entrada 18), y helicasa dependiente de ATP (tabla 5, entrada 22) fueron dianas prometedoras
(Junaid Gamieldien, Ph.D Dissertation, Capitulo 4: “Novel Approaches for the Identification of Virulence Genes and
Drug Targets in Pathogenic Bacteria”, 2001, University of Western Cape, Sudafrica). Ademads, el andlisis de la desac-
tivacién de genes seleccionados en H. pylori mostré que la desactivacidn del gen para la carbamoil fosfato sintetasa
resulté en una eficiencia de la colonizacién disminuida mientras que el gen que codificaba para la NADH-ubiquinona
oxidorreductasa demostré ser esencial para la supervivencia de las bacterias. Finalmente, las enzimas en la ruta bio-
sintética de aminodcidos aromadticos que estdn ausentes en los seres humanos producen dianas de farmaco atractivas.
Una tal enzima, la corismato mutasa (tabla 5, entrada 25) ha sido identificada por este ejemplo de la invencién. Otras
proteinas identificadas por este proceso tienen funciones diversas que pueden ser esenciales para la supervivencia de
las bacterias, o funciones todavia desconocidas. La funcién de estas proteinas puede ser evaluada usando los ligandos
identificados como un punto de partida.

Ejemplos 34
Resultados para mezcla de seis proteinas y biblioteca de ligandos 3

Usando los procesos y procedimientos descritos para los ejemplos anteriores, la biblioteca de glicopéptidos 3
del Ejemplo 7, y la mezcla de seis proteinas: Con A, lectina de P. sativum, lectina de L. culinaris, lectina de W.
floribunda, Gliceraldehido 6 fosfato, y albimina de suero bovino (BSA) marcada como se describe en el ejemplo 14
fueron mezcladas entre si y los pares de unién de proteinas y ligandos especificos fijados a perlas de resina fueron
aislados como se describe en el ejemplo 17. La identidad de los ligandos fue establecida por MS como se describe
en el Ejemplo 19, los ligandos fueron resintetizados en fase sélida como en el ejemplo 8 y los compaiieros de unién
a proteinas aislados en la perla de resina como se detalla en el ejemplo 23. La identidad de los compafieros de unién
a proteinas para cada ligando fue determinada por una combinacién de electroforesis en gel y degradacién de Edman
como se describe en el ejemplo 24.

Los pares de proteina-ligando identificados estdn mostrados en la Tabla 6 abajo, donde ManS = manosa unida
al grupo hidréxilo de Ser; ManN = amina de manosa unida al grupo carboxilo de la cadena lateral de Asp (N°-
manosilasparagina) y GIcNN = N-Acetilglucosamina unida al grupo carboxilo de la cadena lateral de Asp (N“-N-

Acetilglucosaminilasparagina) (véase tabla 2 para estructuras exactas). El circulo grande relleno representa una perla
de resina.

XgXgXq-Xg-KaKseparaconPII-{)

X,_¢ = aminodcidos 3-12, 14-17, 19, 20, 31, 33-35 separador = -APRPPRA-

OaN

Pll e 0\/\i
FrmocHN OH

CHa

TABLA 6

Lista de ligandos y proteinas identificados para la biblioteca 3 y mezcla de seis proteinas

Entrada | Ligando identificado Proteina(s) identificada(s)

1 ManS-Gly-ManS-Asp-Asn-Ala Con A, lectina de P. sativum
[SEC ID NO: 38]

2 ManS-Gly-GIcNN-Asn-ManS-Tyr | Con A, lectina de P. sativum,
[SEC ID NO: 39] lectina de L. culinaris
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3 ManN-Phe-Trp-Ser-Lys-His [SEC | Con A, lectina de P. sativum
ID NO: 40]

4 GIcNN-Trp-Phe-Asp-Trp-pro ConA
[SEC ID NO: 41]

5 GIcNN-Val-GIcNN-His-ManS-Gly | Con A, lectina de P. safivum
[SEC ID NO: 42]

6 ManN-ManS-ManN-Trp-Ser-Trp | Con A, lectina de P. sativum, |
[SEC ID NO: 43] lectina de L. culinaris

7 Gly-pro-Lys-Lys-Tyr-His [SEC ID | Con A, lectina de P. sativum,
NO: 44] lectina de L. culinaris

8 His-Thr-Trp-Gly-Tyr-Trp [SEC ID | Con A
NO: 45]

En este ejemplo, algunos ligandos y proteinas de unidn identificadas coincidentes son glico-herramientas ttiles
para dilucidar los mecanismos moleculares de la unidn de lectina-ligando y mimetismo molecular. Es interesante que
GIcNN-Trp-Phe-Asp-Trp-Pro se una s6lo a Con A y no a las otras lectinas, aunque éstas no presentan especificidad
similar para un ligando conteniendo azicar. Ademads, el ligando 8, que no contiene un residuo de azicar, se une
selectivamente a Con A, suministrando una herramienta para el estudio del mimetismo molecular en las interacciones
lectina-ligando. Todos los ligandos identificados, cuando se fijan a resinas cromatograficas (p. ej. sefacril, sefarosa),
son ttiles para la purificacién de afinidad de las tres lectinas usadas en el estudio (un poco selectivamente). Estos
ligandos de unién identificados son también utiles para purificar nuevas lectinas especificas con manosa/glucosa que
pueden ser usadas para la produccién comercial a gran escala de proteinas que se unen especificamente a lectinas,
incluyendo anticuerpos para el uso clinico y otras glicoproteinas.

Ejemplo 35
Sintesis de biblioteca 4: Ureas macrociclicas

Q

NH
H-Xg-;((éeparador-Pli-o
NH I—~
H-xs-x2-£1.-Separador..P“. H-Xg- ;(,2 -Xi-Separador-P"G

NH
H‘.)Q“Xs-)(z-;(‘} .-Separador-P“-O H-ers-;(z ..x,i-Separador-Pll-o
Variacion A Variacién B

M O
Separador — HzNWDMOWNNNH

0
mf/—COOH

HN

NH
Br.
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X* =18, 39-41, 43
X,_4 = aminodcidos naturales e innaturales (3-5, 7, 9, 12, 13, 15, 17, 19-22, 24, 28, 45, 47, 73, 106, 128

0z
Ok

HaN
4 OCH;

En una forma de realizacion, la biblioteca 4, mostrada arriba, fue preparada en resina PEGA,q (2 g, 0,1 mmol/g;
500-700 um de perlas) usando el método de sintesis en escala, tal y como se describe anteriormente en St. Hilaire et al.,
1998, J. Am. Chem. Soc. 120, 13312-13320. La sintesis de variacién A estd mostrada en el esquema 12A, donde para
péptidos X, X, *. [SEC ID NO: 46], X; X, X, *. [SEC ID NO: 47], y X, X; X, X,. [SEC ID NO: 48], X1* es elegido de
los aminoécidos 8, 39-41, 43, y X, X; X, son cada uno independientemente elegidos de aminoacidos 3-5, 7, 9, 12, 13,
15, 17,19-22, 24, 28, 45, 47,73, 106, 128, como se muestra en tablas 1; -3, y 9. La sintesis de variacién B mostrada en
el Esquema 12B se efectu6 de forma similar, donde para péptidos X; X,* X1 [SEC ID NO: 49], y X, X;X,*X, [SEC
ID NO: 501, X, es elegida de aminoécidos 8, 39-41, 43, y cada uno de X, X;, X, es elegido de aminoacidos acidos 3-
5,7,9,12,13, 15,17, 19-22, 24, 28, 45, 47, 73, 106, 128, como se muestra en las tablas 1-3, y 9. Ha sido mostrado que
los compuestos que contienen urea ciclica y alifatica son inhibidores de la quinasa Cdk4 (véase, por ejemplo; Dolle,
2002, J. Comb. Chem., 4: 369-418). En consecuencia estd previsto que una biblioteca de ureas ciclicas peptidicas tales
como la biblioteca 4 se enlace principalmente a quinasas presentes en la mezcla de proteinas celulares usada para la
seleccidn. Puesto que ninguna quinasa particular estd focalizada, la biblioteca no estd disefiada basandose en los datos
de funcién de actividad de la estructura. Los bloques de construccién usados son elegidos de forma arbitraria, y de una
manera para presentar tantos otros grupos funcionales como fueran posibles en las cadenas laterales: incluyendo, por
ejemplo, dcidos carboxilicos, aminas, indoles, piridinas, alifdticos, aromas, imidazoles, hidroxilos. Se espera que las
proteinas que no son quinasas también se unan con algunos elementos de la biblioteca. Los bloques de construccién
usados estdn mostrados en las tablas 1-3 y 9 arriba.

PEGA 4400 (500-700 pm, 0.1 mmol/g, 2 g) fue lavada con 10% TFAIDCM y luego DCM. Para aumentar la carga de
la resina, una mezcla de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (0.6 mmol, 354 mg), TBTU (0.56 mmol, 180 mg) y NEM (1.2 mmol,
0.15 ml) en DMF (40 ml) fueron afiadidas a las perlas después de permanecer durante 5 min. Después de la agitacién
durante toda la noche, el solvente fue drenado y las perlas fueron lavadas con 4xDMF y 4xDCM, luego tratadas con
2+18 min 20% piperidina/DMF y lavadas con 4xDMF y 4xDCM.

El enlazador fotoldbil 1 (1.2 mmol, 620 mg), fue acoplado a la resina, bajo activacién con TBTU (TBTU: 1.12
mmol, 363 mg, NEM (2.4 mmol, 0.3 ml en DMF (30 ml)) durante toda la noche, luego desprotegida por el 20%
piperidina/DMF como se ha descrito anteriormente. Una molécula separadora formada por acoplamiento secuencial
de Fmoc-N-BrBn-$-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, y compuesto 2 después de la preactivacién de TBTU fue luego
afiadida al enlazador. La molécula separadora fue usada para permitir la identificacién de un ligando usando MALDI-
TOF MS, puesto que el separador aumenta la masa de los fragmentos de ligando hasta mds de 600 mu, mas alld de
los picos matriciales. El separador fue disefiado para tener pocas o ninguna interaccién con las proteinas en la mezcla.
Ademas, el separador contenia una marca isotépica (Br) para permitir una identificacion fécil de los picos de ligando
en un espectro de masa. Consecuentemente, después de la desproteccion del enlazador, la resina anterior fue tratada
con Fmoc-N-BrBn-g-Ala-OH (1.2 mmol, 576 mg), TBTU (1 mmol, 321 mg) y NEM (2,4 mmol, 0.3 ml) en DMF
(20 ml) durante toda la noche, luego desprotegida por el 20% de piperidina/DMF como se ha descrito anteriormente.
Después de la desproteccién, Fmoc-Arg(Pmc)-OH (1,2 mmol, 800 mg) fue acoplado a la resina usando activacién por
TBTU (1 mmol, 321 mg) y NEM (2,4 mmol, 0,3 ml) en DMF (25 ml) durante toda la noche, luego desprotegido por
20% de piperidina/DMF como se ha descrito anteriormente. El compuesto 2 (1,2 mmol, 650 mg), fue luego acoplado
a la resina, usando también activacién con TBTU (TBTU (1,1 mmol, 353 mg) y NEM (2,4 mmol, 0,3 ml) en DMF (25
ml) durante toda la noche) luego deprotegido por el 20% de piperidina/DMF como se ha descrito anteriormente.

Las posiciones aleatorizadas de la biblioteca son generadas usando el enfoque de divisién y de mezcla descrito
en Furka et Al., 1991, Int. J. Peptide Protein Res., 37, 487-493 y Lam et Al., 1991, Nature, 354, 82-84 en uno o més
generadores de biblioteca de la columna multiple de 20 pocillos hecha a medida (2,0 ml de capacidad). En la estrategia
de la sintesis en escala, el 5 0/0 del oligémero de crecimiento es cubierto usando el andlogo de aminodcido protegido
con Boc del bloque de construccion con Fmoc. En consecuencia, una mezcla del aminodcido protegido con Fmoc y
Boc (95% de Fmoc y 5% de Boc, 4 equivalentes) de soluciones de base son activadas con TBTU/NEM durante 6
minutos y luego afiadidas a los pocillos. La biblioteca 4 contiene variaciones en la posicién y tamafio de la urea ciclica
formada y la variacién posicional es designada A y B. En la Variacién A, 1 g de la resina anterior fue dividida en
un sintetizador de 20 pocillos. Cinco di-aminodcidos diferentes (8, 39-43) fueron acoplados a las perlas mediante el
tratamiento con una mezcla de bloque de construccién de di-aminoacidos protegida con Fmoc (45 umol), bloque de
construccion de di-aminodcidos protegido con Boc (5 umol), TBTU (16,1mg, 48 ymol) y NEM (25 ul, 200 umol)
en DMF (0,5 ml) durante toda la noche. Después de la mezcla y desproteccion del grupo de proteccion con Fmoc
por tratamiento con 20% de piperidina en DMF durante 4 + 16 minutos. 20 bloques de construccién de aminodcidos
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diferentes son acoplados sobre las perlas mediante el tratamiento con una mezcla del bloque de construccién de
aminodcidos protegido con Fmoc (45 umol), bloque de construccién de aminodcidos protegido con Boc (5 umol),
TBTU (15,4 mg, 48 umol) y NEM (25 ul, 200 umol) en DMF (0,5 ml) durante toda la noche. Después de la eliminacién
de la proteccién con Fmoc durante 2+18 min 20% piperidina/DMEF, el 0,25% de las perlas fueron eliminadas. El resto
fue acoplado con otro ciclo de 20 aminodacidos diferentes como se ha descrito anteriormente y desprotegido. El 5% de
las perlas fueron eliminadas. El resto fue acoplado con otro ciclo de 20 aminoacidos diferentes y luego deprotegido.

En la Variacién B, 1 g de la resina anterior fue puesta en un sintetizador de 20 pocillos. 20 bloques de construccién
de aminodcidos diferentes son acoplados en las perlas mediante el tratamiento con una mezcla de bloque de cons-
truccién de aminodcidos protegida con Fmoc (45 umol), bloque de construccién de aminoacidos protegido con Boc
(5 umol), TBTU (15,4 mg, 48 umol) y NEM (25 ul, 200 umol) en DMF (0,5 ml) durante toda la noche. Después de
la mezcla y la desproteccién del grupo de proteccién con Fmoc por tratamiento con el 20% de piperidina en DMF
durante 4 + 16 minutos, 5 bloques de construccién di-aminodcidos diferentes son acoplados en las perlas mediante el
tratamiento con una mezcla de bloque de construccién de di-aminodcidos protegidos con Fmoc (45 umol), bloque de
construccién de di-aminodcidos protegidos con Boc (5 umol), TBTU (16.1mg, 48 umol) y NEM (25 1, 200 umol) en
DMF (0,5 ml) durante toda la noche. Después de la eliminacidn de la proteccién con Fmoc, las perlas fueron acopladas
con otro ciclo de 20 aminoécidos diferentes y desprotegidas como se ha descrito anteriormente. El 5% de la resina fue
eliminado y las perlas restantes fueron acopladas con otro ciclo de 20 aminoécidos diferentes y luego deprotegidas.

Todas las porciones de la resina en ambas variaciones A y B fueron combinadas y lavadas 6 veces con DCM. La
amina N-terminal es luego tratada con carbonildiimidazol (CDI) (4 mmol, 650 mg) en DMF (40 ml) a la temperatura
ambiente durante toda la noche. El grupo de proteccién con Boc fue eliminado por tratamiento con 0,5+5 min 10%
de TFA/DCM y la amina resultante fue desprotonada con el 10% de NEM/DME. Después del lavado con DMF, la
ciclizacion del péptido fue efectuada por irradiacién de microondas en DMF (100 ml) a 100°C durante 1 hr. La resina
fue luego filtrada, lavada con 6xDCM, desprotegida con el 85% de TFA conteniendo el 2% de triisopropilsilano, 2,5%
de EDT, 5% de tioanisol, 5% de agua durante 1-2.5 horas. Luego la resina es lavada con el 90% de dcido acético
acuoso (4 x 5 minutos), DMF (2 x 2 minutos), 5% de DIPEA en DMF (2 x 2 minutos), DMF (4 x 2 minutos), CH,Cl,
(10 x 2 minutos), y finalmente metanol (5 x 2 minutos), antes de ser secados por liofilizacién durante toda la noche.

Ejemplo 36

Sintesis de la biblioteca 5: compuestos tipo diazepina

rN )\n/éeparador- HMBA
|

]

Rs

R4 =Cadenas laterales de varios aminoacidos naturales e innaturales(3, 4, 12, 13,
15, 20-24, 28, 29, 31, 47, 64, 88, 67, 71, 73, 74, 103-108,128)
Ry = Varios grupos acilo (117 - 126)

Ra = Varios arilo y alquilo (103 - 118, 128)

Separador = H:”M?VYO

oH
HMBA = /“@%O
HO OH

La biblioteca 5, mostrada arriba, fue preparada en resina PEGA 4, como se muestra mds abajo en los Esquemas
13A y 13B. La biblioteca fue disefiada para crear moldes tipo diazepina (cuando n = 3) y compuestos tipo isoindolona.

Muchas benzodiazepinas tienen actividades bioldgicas potentes (véase Pigeon et al, 1998, Tetrahedron, 54: 1497-
1506). Compuestos tipo isoindolona, poseen propiedades antiinflamatorias, analgésicas, reductoras de la presion san-
guinea, espasmoliticas, tranquilizantes y antitusivas. En cuanto a las bibliotecas, 1-4, ninguna proteina unica particular
fue prevista y los bloques de construccion usados fueron elegidos de forma arbitraria, pero de manera que tantos otros
grupos funcionales como fueran posibles se presentaran en las cadenas laterales: p. ej. dcidos carboxilicos, aminas,
indoles, piridinas, alifaticos, aromas, imidazoles, hidréxilos. Para R, los bloques de construccién usados fueron ele-
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gidos juiciosamente, por ejemplo, de los compuestos 3-127 mostrados en las tablas 1-3 y 9 arriba. Los compuestos
conteniendo aminas protegidas con Boc como una cadena lateral fueron inadecuados para la primera posicion. R,
comprende varios grupos acilo, mientras que R; es arilo o alquilo (ver Tabla 9).

Resina PEGA 4 (500-700 urn, 0,087 mmol/g, 1 g) fue lavada con el 10% de TFA/DCM y luego DCM. Una mezcla
de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (0.3 mmol, 180 mg), TBTU (0,295mmo1, 95 mg) y NEM (0,87 mmol, 0,1 ml) en DMF (18
ml) fue afiadida a las perlas después de reposar durante 5 min. Después de la agitacién durante 5 hr, el solvente fue
drenado y las perlas fueron lavadas con 4 DMF y 4 DCM, luego tratadas con 2+18 min 20% de piperidina/DMF y
lavadas con 4 DMF y 4 DCM. El enlazador fotoldbil, 1 o enlazador de HMBA ((3 equivalentes) fue luego acoplado
bajo activaciéon con TBTU. La biblioteca 5 no fue sintetizada por el método en escala. Una molécula separadora (O-
(N-Fmoc-2-aminoetil)-O-(2-carboxietil)-undecaetilenglicol) facilit6 la identificacion de ligandos activos por MALDI-
MS. Posiciones aleatorizadas de la biblioteca fueron generadas usando el enfoque de divisién y de mezcla descrito
en Furka et al., 1991, Int. J. Peptide Protein Res., 37, 487-493 y Lam et al., 1991, Nature, 354, 82-84, en uno o mas
generadores de biblioteca de columna muiltiple de 20 pocillos hecha a medida (2,0 ml de capacidad).

En la sintesis de la biblioteca 5, el separador (O-(N-Fmoc-2-aminoetil)-O-(2-carboxietil)-undecaetilenglicol (0.5
mmol, 420 mg) fue acoplado usando r usando activacién con TBTU /NEM. Después del seccionamiento del grupo
de proteccién con Fmoc por tratamiento con el 20% de piperidina en DMF durante 4 + 16 minutos, todas las perlas
anteriores fueron puestas en un sintetizador de 20 pocillos. El1 92% de estas perlas (Porcién A) fue dividido en 19 po-
cillos y acoplado con 19 bloques de construccion de aminoédcidos primarios protegidos con Fmoc mientras que el resto
(Porcién B) fue dividido en 7 pocillos y acoplado con 7 aminoécidos secundarios protegidos con Fmoc elegidos de 3,
4,12, 13, 15, 20-24, 28, 29, 31, 47, 64, 66, 67,71, 73, 74, 103-106 y 128 (3 equivalentes). Después del acoplamiento,
la porcion A y porcién B fueron combinadas por separado y deprotegidas con el 20% de piperidina/DMF como se ha
descrito anteriormente.

El 10% de porcién A y el 33% de porcién B fueron combinadas (Porcién C) y divididas en dos mitades. Estas
fueron acopladas con Fmoc-Daba(Boc)-OH y Fmoc-Orn(Boc)-OH (100 umol, TBTU 96 ymol, NEM 40 ul en 0,5
ml). El resto de la Porcién A (Porcién D) fue tratado con Fmoc-Dapa(Boc)-H (1,37 mmol, 560 mg) y NaCNBH; (650
mg) en MeOH:DMF: ortoformato de trietilo=1:1:1 (4,5 ml) durante toda la noche. El resto de la porcién B (Porcién
E) fue tratado con Fmoc-Dapa(Boc)-H (137 umol, 56 mg) y NaCNBH; (80 mg) en MeOH:DMF:ortoformato de
trietilo=1:1:1 (0,5 ml) durante toda la noche.

La Porcion D fue dividida en 10 pocillos y tratada con cloruro de dcido o complejo de dcido-TBTU (117-126) en
TEA (0.2 ml) y DMF (3 ml) durante toda la noche.

Todas las perlas de Porciones C, D y E fueron combinadas y desprotegidas con el 20% de piperidina/DMF. Estas
fueron luego tratadas dos veces, 1 hr cada vez, con 3-bromoftaluro (53, 230 mg, 1 mmol) y trietilamina (1 ml) en DMF
(10 ml). Después del lavado con 6xDCM, fueron tratadas con 2x 10% TFA/DCM.

Todas las perlas anteriores fueron divididas en 10 pocillos y tratadas con aldehido (100 umol) y NaBH(OAc)3 (1.6
mmol) en 2.5% de 4cido acético en DCM (2 ml) durante toda la noche. Todas las perlas son lavadas con 6xXDCM y 6
Hzo.

Ejemplo 38
Sintesis de Fmoc-N®-(p-BrBn)-(B-alanina (102)

Fmoc-N®-(p-BrBn)-f-alanina fue preparada como se muestra en el Esquema 16. S-alanina (3 g, 34,77 mmol) y
p-bromobenzaldehido (6,43 g, 34,77 mmol) fueron agitadas en MeOH (150 ml) a la temperatura ambiente durante
1 hr. Cianoborohiduro de sodio (2,38 g, 35 mmol) fue afiadido y la solucién fue agitada a la temperatura ambiente
durante 48 hr. Otra porcién de cianoborohiduro de sodio (2,38 g, 35 mmol) fue afiadida y la solucién fue agitada
a la temperatura ambiente durante otras 48 hr. El solvente fue eliminado al vacio y el residuo fue purificado por
cromatografia en columna rapida con DCM: MeOH (6:1) para dar producto puro (4,23 g, 45%) como un aceite:

'H RMN (CDCl,, 6) 7.34 (d, 2H), 7.09 (d, 2H), 3.84 (s, 2H), 3.09 (m, 2H), 2.85 (t, 2H), 2.15 (t, 2H). *C NMR
(CDCL, 6) 136.72, 135.42, 128.05, 54.27, 48.46, 35.51.

El producto (2 g, 7.78 mmol) y carbonato sédico (1,77 g,- 16,67 mmol) fue disuelto en agua (60 ml). Fmoc-OSu
(3,7 g, 11,11 mmol) en THF (60 ml) fue afiadido en una porcién. La solucién fue agitada a la temperatura ambiente
durante 1 hora, luego concentrada al vacio. El residuo fue neutralizado a pH 2 por 1 N de HCl y extraido con acetato
de etilo (300 ml). El extracto fue lavado con solucién salina (2 x 50 ml), secado sobre MgSO, y concentrado al vacio.
El residuo fue purificado por cromatografia en columna rapida con hexano:acetato de etilo (6:1) dando 2,69 g (72%)
de producto puro como un aceite:

"H RMN (CDCls, 6) 8.50 (br, 1H), 6.51-7.59 (m, 12H), 3.82-4.48 (m, 5H), 3.30 (br, 1H), 2.95 (br, 1H), 2.36 (br,

1H), 2.06 (br, 1H). *C NMR (CDCl,, 6) 175.3, 175.1, 163.7, 156.8, 156.4, 144.2, 141.8, 137.1, 132.0, 129.9, 129.2,
128.6, 128.1, 127.5, 125.1, 121.5, 120.4, 67.6, 50.9, 48.2, 47.7, 47.6, 37.2, 33.4, 32.1.
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Ejemplo 39
Sintesis de biblioteca 6

R
o'
{'}Hn--{(;Hz}4~HN-—Gucc-Separad0hSUCB~R|nk-o
HN‘R
2

Rq =10 Aminas (3, 4,7,8,10,15,60-62)
Ry = 4 cetonas {56-59)

La Biblioteca 6 fue sintetizada en paralelo en resina PEGA 4 (0.5 g, 0,12 mmol/g, 300-500 uM perlas) segtn el
esquema 14 con diez aminas diferentes en posicién R, y cuatro cetonas diferentes en posicién R,, dando lugar a una
biblioteca de cuarenta elementos. El enlazador Rink, 54 (2 equivalentes) fue acoplado a la resina bajo activacién con
TBTU en una jeringa de pléstico. Para invertir la reactividad en la resina (de amina a carboxilato) anhidrido succinico
(15 equivalentes) se acopld al enlazador Rink usando DIPEA (15 equivalentes) como base (Czerwinski et al., 1998,
PNAS, 95, 11520-11524). El separador, azido-PEG-amina (n= 10, 3 equivalentes), fue luego acoplado bajo activacién
con TBTU a la resina, seguido de la reduccion de la azida con 0,1 M de DTT en DMF con DBU (2 equivalentes).
El acoplamiento de anhidrido succinico (15 equivalentes) nuevamente invirti6 la reactividad en la resina y después de
la activacion con Pfp, Fmoc-Lys-OH (5 equivalentes) fue acoplado. Después de la activacion con Pfp de la resina, la
resina es dividida en diez porciones separadas y luego reaccionada con diez aminas (3, 4, 7, 8, 10, 15, 20, 60-62). El
grupo Fmoc fue eliminado por tratamiento con el 20% de piperidina en DMF y cada una de las diez partes fue dividida
adicionalmente en cuatro porciones nuevas (en total 40 porciones). Cuatro cetonas diferentes (56-59, 30 equivalentes)
fueron acopladas a cada amina por aminacién reductiva usando NaCNBHj; (St. Hilaire ez al., 2002, J. Med. Chem. 45,:
1971-1982). Partes con grupos de éster fueron tratadas con 1M de NaOH (7,5 h, temp. amb.) para hidrélisis de los
grupos de éster, los grupos tritilo fueron eliminados por tratamiento con el 90% de 4cido acético a 60°C durante 3 h'y
los grupos Boc fueron eliminados calentando la resina en DMF a 120°C durante 3 h.

Ejemplo 40
Sintesis de una pequefia biblioteca 7 de moléculas de biarilo

0
P
Arp/HatAr,—Ar,/Hetar; H-X-Separador-Rmk—O

X = Cadenas laterales de varios aminoacidos naturales e innaturales (€.8. 3 = 47, 64-75, 106)
Aryf/Hetar, = Varios grupos arilo y heteroarilo de haloacidos  {78-81)

Arz/Hetarp m Varios grupos arilo y heteroarilo de 4cidos borénicos y ésteres  (§2-101)

o O\/YO

Enlazador = Rink i OH

Separador = H2N

El esquema sintético para construir la biblioteca 7 que tiene los sistemas de anillos aromadticos o heteroarométi-
cos de estructura Ar,/HetAr,-Ar,/HetAr,-X (Ar/HetAr, , , (heterodtomo(s): O, S, N) con varios sustituyentes p. €j.
Haluro(s) (F, Cl), CH;-, CF;-, metoxi, tiometil-, aldehido(s)-alcoholes-acidos carboxilicos, ésteres, grupos nitro etc.),
la X corresponde a diferentes aminodcidos, naturales o innaturales elegidos de 3-47 y 64-75 y 106.

Para producir la biblioteca 7, como se muestra en esquema 15, un enlazador Rink de 4cido 1dbil protegido con
Fmoc (3 equivalentes) fue fijado a Pegay, funcionalizada con NH, (400 mg ~0.1 mmol/g) bajo activacién con TBTU
(2.88 eq. TBTU, 4 eq. NEM, 3 eq. Fmoc-Rink-OH), en DMF seco. El enlazador de 4cido 14bil fue usado para resistir
las condiciones basicas usadas para los acoplamientos cruzados de Suzuki descritos mas tarde. Después del lavado con
DMF (6x), la resina fue tratada con el 20% de piperidina/DMF (durante 2 + 18 min) para eliminar el grupo Fmoc en el
enlazador de Rink. La adicién del separador (Fmoc-NH-((CH,),0),-CH,OOOH) fue conseguida usando nuevamente
la activacion con TBTU. Después del lavado, la resina fue dividida en 40 pocillos y la eliminacién del grupo Fmoc fue
realizada con el 20% de piperidina/DMF (durante 2 + 18 min) y la resina lavada otra vez con DMF. A cada pocillo fue
acoplado un aminoécido natural o innatural protegido con Fmoc (3 equivalentes usando activacién con TBTU. Después
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del acoplamiento y lavado, la resina fue agrupada, dividida en 6 porciones, tratada con el 20 0/0 de piperidina/DMF
(2+18 min), lavada, y acoplada con 6 4cidos carboxilicos haloaromaticos diferentes o heteroaromaéticos o cloruros de
dcido usando activacién con TBTU o Et;N en DMF respectivamente. Las reacciones fueron dejadas durante la noche
y en cada caso 5 eq. de la entidad aromadtica o heteroaromadtica fueron usadas en comparacién con la carga de resina.
Las resinas fueron lavadas y agrupadas otra vez. En todas las fases sintéticas anteriormente descritas para la biblioteca
7, la prueba de Kaiser fue usada para evaluar los resultados de las reacciones. Las resinas secas fueron divididas en
20 frascos y acopladas con 20 4cido o éster aril o heteroaril borénico diferentes usando Acoplamientos cruzados de
Suzuki-Miyaura modificados (Miyaura, N.; Suzuki, A. Tetrahedron Left. 1979, 20, 3437; Suzuki, A. Acc. Chem. Res.
1982, 15, 178). Usando esta estrategia para el acoplamiento C-C entre los dos grupos aromaticos o heteroaromadticos,
una variedad amplia de grupos funcionales fueron tolerados. Los acoplamientos fueron bien realizados a temp. amb.
0 a 60°C. Normalmente 1 eq. de resina fue reaccionado con 10 eq. de acido o éster aril/heteroaril borénico, 5 eq. 2M
K;PQO,, 0.1 eq. Pd(PPh;), en tolueno/EtOH (1:1) y la mezcla reactiva fue purgada con argén durante 5 min. Después
de la reaccidn, las resinas fueron cuidadosamente lavadas. En algunos casos Pd negro fue capturado en la resina. No
obstante, el tratamiento con 0.5% de Et,NCS,Na/DIPEA recién preparado en DMF eliminé el Pd negro del soporte
s6lido. Finalmente, las resinas fueron suspendidas en DMF y calentadas a 120°C en un horno de microondas (<500W)
durante 20 min, para eliminar los grupos de proteccién con Boc. Las resinas fueron lavadas con DMF (3x) y CH,Cl,
(5x) y secadas bajo alto vacio durante toda la noche.

Ejemplo 41
Identificacion de moléculas pequeiias de ligando por fragmentacion por MS

Ligandos fijados a perlas individuales y aislados después de la seleccion de bibliotecas preparadas sin sintesis en
escala (bibliotecas 5 y 7) como se describe en ejemplos 36 y 40 fueron divididos como se describe en el ejemplo 19.
Las muestras fueron micropurificadas en micro columnas C18 y fragmentadas usando un Micromass Ultima Global.
La identidad del ligando podia ser determinada de la fragmentacion.

Ejemplo 42
Preparacion de proteina no marcada de miocitos basales 'y tratados con PE

La proteina fue extraida de miocitos preparados como se ha descrito anteriormente para el Ejemplo 9, usando
un procedimiento nuevo (para preservar la actividad de las metaloproteasas) modificado de los protocolos existentes,
principalmente: Arnott, et Al., 1998, Anal. Biochem. 258, 1-18. Los medios fueron eliminados de las placas y las
células fueron lavadas con tampdn fosfato helado (Sm1, 10 mM, pH 7.5, suplementadas con 0,15 M de NaCl) para
eliminar trazas de componentes de los medios. Las células adheridas fueron tratadas durante 10 minutos con tampén
fosfato helado (2 ml, 10 mM, pH 7.5, aumentado con 0.15 M de NaCl, 10 pg/ml E-64, 10 pug/ml leupeptina, y 10 pug/ml
de pepstatina A). Las células fueron descartadas de las placas y luego lisadas (en hielo) en un sonicador (2x) usando
ciclos de 10 segundos fuera/10 segundos dentro.

La suspension resultante fue aumentada con CHAPS (1% p/v), KCI (50 mM), NaCl (0.5 M), ZnCl, (0.1 mM),
DTT (5 mM), y urea (2 M). Después de 10-15 minutos en hielo, la solucién fue centrifugada durante 10 minutos a
15.000 r.p.m. a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y el contenido de proteina cuantificado mediante la prueba proteica
NanoOrange (Molecular Probes, Eugene, Oregon): total de proteina recuperada: 195 ug para células inducidas por PE
y 200 ug para células basales.

Las soluciones de proteina fueron dializadas extensamente contra 20 mM de tampén MES (4cido 2-[N-Morfolino]
etanosulfénico) pH 6.0, suplementadas con 0,15 M de NaCl y 1 mM de ZnCl, para eliminar el exceso de detergente y
urea.

Ejemplo 43
Seleccion de fase solida de biblioteca 6 con proteinas de miocitos no marcadas

La Biblioteca 6, preparada como se describe para el Ejemplo 39, fue dividida en 80 partes (60-70 perlas de cada
compuesto), y lavada durante 10 minutos (3x) con 20 mM de tampdén MES (dcido 2-[N-Morfolino] etanosulfénico)
pH 6.0, suplementado con 0,15 M de NaCl, 1 mM de Ca**, 1 mM de Zn**, 1 mM de Mn**, 1 mM de Cu**, y 1 mM
de Mg** (3 ml). Las soluciones (15 ul, 5 ug proteina) conteniendo proteinas de miocitos, proteina inducida por PE
o proteina basal obtenida como se ha descrito anteriormente para el Ejemplo 42, fueron anadidas a las perlas de la
biblioteca. Las perlas conteniendo resina PEGA 4y s6lo con enlazador y separador fueron usadas como un control.
Las proteinas y bibliotecas de ligando fueron incubadas a 4°C durante 16 horas. Las bibliotecas fueron luego lavadas
con tampon MES durante 5 minutos luego con agua durante 3 x 5 min.
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Ejemplo 44
Deteccion de proteina unida por coloracion de plata

Para detectar ligandos unidos a proteinas, las perlas fueron coloreadas de plata usando un procedimiento nuevo,
modificado de los protocolos existentes descritos en Rabilloud, T., 1990, Electrophoresis 11(10): 785-94 y Rabilloud,
T., 1992, Electrophoresis 13(7): 429-39. Las perlas de biblioteca fueron fijadas durante 30 minutos usando una solucién
conteniendo etanol (40% v/v) y 4cido acético glacial (10% v/v). Las perlas fueron luego sensibilizadas durante 30
minutos con una mezcla de etanol (30% v/v), tiosulfato de sodio (0,2% p/p) y acetato sodico (6,8% p/v) seguido de un
lavado con agua (3 x 5 min). La coloracién de plata de las bibliotecas fue realizada usando una solucién de nitrato de
plata (0,25% p/v) durante 20 minutos después de lo cual se eliminé el exceso de plata de las perlas mediante lavado
con agua (2x) durante 2 minutos. Una solucién reveladora conteniendo carbonato sédico (2,5% p/v), formaldehido
(0,007% p/v) y glutardialdehido (0,125% v/v) fue afiadida a las perlas durante 2-5 min. La reaccién fue detenida
afiadiendo una solucién de EDTA de sodio (1,46% p/v). Las perlas fueron examinadas y comparadas con las perlas de
separador de control. Las perlas fueron conservadas para el anélisis.

Ejemplo 45
Digesta triptica en perlas de proteinas coloreadas de plata

Las perlas coloreadas de plata que contenian tanto ligando como proteina unidos fueron transferidas a tubos de
PCR sin RNasa ni ADNsa. Las perlas fueron lavadas secuencialemente con agua (100 ul) durante 15 minutos, y
acetonitrilo (50 ul) luego secadas en una speedvac. Las perlas secas fueron mezcladas con 50 ul de DTT (10 mM
en 0.1 M de bicarbonato de amonio) a 56°C durante 1 hora. Tras el enfriamiento, el DTT fue eliminado y 50 mM
de yodoacetamida fueron afiadidos en 0,1 M de bicarbonato de amonio (50 ul). Las mezclas fueron incubadas a
oscuras durante 30 minutos a la temperatura ambiente. La yodoacetamida fue eliminada, las perlas fueron lavadas con
acetonitrilo (100 ul) luego secadas en la speedvac.

A las perlas secas se les afiadi6 tripsina en 25 mM de bicarbonato de amonio a una concentracién de 75 ng/ul.
Las muestras fueron incubadas a 37°C durante 4-5 horas. El sobrenadante de la digesta triptica fue luego eliminado y
concentrado. Los péptidos tripticos fueron luego micropurificados usando un disco de extraccién de alto rendimiento
conteniendo resina de octadecilo (C18) (3M Filtration Products, MN, EEUU). Los discos fueron primero hinchados
en acetonitrilo luego equilibrados con el 1% (v/v) de dcido férmico después de lo cual la muestra de péptidos tripticos
fue aplicada. La columna fue lavada con el 0,1% (v/v) de TFA acuoso y la muestra fue eluida con el 1% (v/v) de TFA.
La muestra fue analizada por MALDI-TOF-MS como se describe para el Ejemplo 26 y la proteina identificada como
se describe para el Ejemplo 31.

Ejemplo 46

Preparacion de proteinas marcadas de macrdfagos porcinos normales e infectados por el virus reproductivo y respi-
ratorio porcino (PRRS)

La proteina fue extraida de macréfagos infectados por el virus reproductivo y respiratorio porcino y macréfagos
normales preparados usando un procedimiento nuevo modificado de protocolos existentes, principalmente: Arnott, et
al., 1998, Anal. Biochem. 258, 1-18. Después de la eliminacién de los medios, las células fueron tratadas durante
10 minutos con 20 mM de tamp6n fosfato helado (1 ml), pH 7.2, suplementado con 122 mM de NaCl, 60 mM
de Benzamidina HC1, 5 mM de EDTA, 10 ug/ml de E-64, 10 ug/ml de leupeptina, 10 ug/ml de pepstatina A, y 1
mM de PMSF. La suspension resultante fue aumentada con CHAPS (4% p/v), y las células lisadas usando ciclos de
congelacion-descongelacién. Después de 10-15 minutos en hielo, la solucién fue centrifugada durante 10 minutos a
15.000 r.p.m. a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y el contenido de proteina cuantificado mediante la prueba proteica
NanoOrange (Molecular Probes, Eugene, Oregon): total de proteina recuperada: 150 ug para células infectadas con el
virus y 142,4 ug para células normales.

Colorante fluorescente Cianina 3 (Cy 3) (Amersham) fue usado para marcar la proteina de células no infectadas
mientras que la proteina cianina 2 (Cy 2) (Amersham) fue usada para marcar la proteina extraida de las células
infectadas con el virus. Los procedimientos de marcado fueron realizados segtin el protocolo del fabricante. Las
soluciones de proteinas (0,7 ml, 100 ug para células infectadas con el virus y 0,66 ml, 100 ug para células normales)
fueron dializadas contra una solucién de 10 mM de tampén fosfato, 0,15 M de NaCl, pH 7.5 y luego 1 M de NaHCO;
(0,03-0,06 ml) se afiadi6 a un final pH entre 8.0-9.0. Para un marcado eficaz, una proporcién de proteina:colorante
de 50 pg:400 umol de fluoroforo fue mantenida. El fluoroforo (5 ul de solucién preparada afiadiendo 2 ul de una
solucién de fluoroforo reconstruido 1 nmol/ul a 3 ul de DMF seca) y las soluciones de proteina fueron mezcladas
integramente mediante agitacion en vortex. Las muestras fueron luego centrifugadas brevemente en un microfuge y
dejadas en hielo durante 30 min a oscuras. Para detener la reaccidn, se afiadié lisina (10 mM, 1 ul) a las muestras, que
fueron luego mezcladas por agitacion en vortex y recogidas por centrifugado en un microfuge. Las muestras fueron
dejadas en hielo durante 10 min a oscuras. Las soluciones de proteina marcadas fueron dializadas extensamente contra
10 mM de tampo6n fosfato, 0,15 M de NaCl, pH 7.5, para eliminar el exceso de colorante. Las muestras marcadas
fueron almacenadas a -70°C a oscuras hasta un uso posterior.
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Ejemplo 47

La seleccion de fase solida de una biblioteca 7 de moléculas pequerias con proteinas de macrdfagos marcadas viricas
y porcinas

Biblioteca de ligando 7 (200 mg), preparada como se describe para el Ejemplo 40, fue transferida a una jeringa apta
con una vélvula de parada y las perlas de ligando fueron lavadas durante 10 minutos (3x) con 10 mM de tampodn fosfato,
pH 6.8, suplementado con 0,15 M de NaCl, 1 mM de Ca**, 1 mM de Zn**, 1 mM de Mn**, 1 mM de Cu** y 1 mM
de Mg** (3 ml). Una mezcla de proteinas marcadas, incluyendo mezcla de proteinas de macréfagos porcinos y viricos
respiratorios y reproductivos porcinos (660 ul, 100 ug) y proteina de macréfagos (700 ul, 100 ug) obtenida como se
ha descrito anteriormente para el Ejemplo 46, fue afiadida a la biblioteca de ligandos en la jeringa. Las proteinas y
la biblioteca de ligandos fueron incubadas a la temperatura ambiente a oscuras durante 16 horas. La biblioteca fue
luego lavada con tampdn durante 5 minutos seguido de agua durante 3 x 5 minutos. La biblioteca fue examinada bajo
un microscopio de fluorescencia y las perlas fluorescentes brillantes rojas, verdes, y amarillas (amarillo indicativo de
unién con colorantes rojos y verdes; la mayoria de las perlas) estuvieron presentes, al igual que perlas no marcadas.
Las perlas fluorescentes fueron separadas usando una clasificadora de perlas como se describe en el ejemplo 18.

Ejemplo 48
Seleccion en fase solida de una biblioteca 7 de moléculas pequeiias de biarilo con proteinas de miocitos marcadas

La biblioteca de ligandos 7 (200 mg), preparada como se describe para el ejemplo 40, fue transferida a una jeringa
apta con una vélvula de parada y las perlas de ligando fueron lavadas durante 10 minutos (3x) con 10 mM de tampdn
fosfato, pH 6.8, suplementadas con 0,15 M de NaCl, 1 mM de Ca’>*, 1 mM de Zn**, 1 mM de Mn**, 1 mM de Cu**, y
1 mM de Mg?* (3 ml). Una mezcla de proteinas de miocitos marcadas, que contiene tanto proteinas inducidas por PE
(0,35 ml, 100 pug) como proteinas normales/saludables (0,41 ml, 100 ug) obtenidas como se ha descrito anteriormente
para el Ejemplo 11, fueron afiadidas a la la biblioteca de ligandos en la jeringa. Las proteinas y la biblioteca de
ligandos fueron incubadas a la temperatura ambiente a oscuras durante 16 horas. La biblioteca fue luego lavada con
tamp6n durante 5 minutos luego con agua durante 3 x 5 minutos. La biblioteca fue examinada bajo un microscopio
de fluorescencia y perlas no marcadas, perlas fluorescentes brillantes rojas, verdes, y amarillas (amarillo indicativo de
unién con colorantes rojos y verdes; la mayoria de las perlas) estuvieron presentes. Las perlas fluorescentes fueron
separadas usando una clasificadora de perlas como se describe en el Ejemplo 18.

Ejemplo 49
Seleccion en fase solida de la biblioteca 4 con proteinas porcinas viricas y macrofagas marcadas

La biblioteca de ligandos 4 (300 mg), preparada como se describe para el ejemplo 35, fue transferida a una jeringa
ajustada con una vdlvula de parada y las perlas de ligandos fueron lavadas durante 10 minutos (3x) con 10 mM tampén
fosfato, pH 6.8, suplementadas con 0,15 M de NaCl, 1 mM de Ca’*, 1 mM de Zn**, 1 mM de Mn?**, 1 mM de Cu**,
y 1 mM de Mg?* (3 ml). Una mezcla de proteinas porcinas macréfagas marcadas, incluyendo tanto proteina porcina
infectada por virus reproductivo y respiratorio (660 wl, 100 pg) como proteina normal (700 ul, 100 ug) obtenida como
se ha descrito anteriormente para el Ejemplo 46, fue afiadida a la biblioteca de ligandos en la jeringa. Las proteinas
y la biblioteca de ligandos fueron incubadas a la temperatura ambiente a oscuras durante 16 horas. La biblioteca fue
lavada con tampdn durante 5 minutos luego con agua durante 3 x 5 minutos. La biblioteca fue examinada bajo un
microscopio de fluorescencia y perlas fluorescentes brillantes rojas, verdes, y amarillas (amarillo indicativo de unién
de colorantes rojos y verdes; la mayoria de las perlas) estuvieron presentes, al igual que las perlas no marcadas. Las
perlas fluorescentes fueron separadas usando una clasificadora de perlas como se describe en el Ejemplo 18.

Ejemplo 50
Seleccion en fase solida de la biblioteca 5 con proteina de miocitos marcada

La biblioteca de ligandos 5 (250 mg), preparada como se describe para el Ejemplo 36, fue transferida a una jeringa
ajustada con una véalvula de parada y las perlas de ligandos fueron lavadas durante 10 minutos (3x) con tampdn
fosfato 10 mM, pH 6.8, suplementado con 0,15 M de NaCl, 1 mM de Ca**, 1 mM de Zn**, 1 mM de Mn**, ] mM
de Cu®, y 1 mM de Mg** (3 ml). Una mezcla de proteinas de miocitos marcadas incluyendo tanto proteina inducida
por PE (138 ul, 40 ug) como proteina basal (167 ul, 40 pg) obtenida como se ha descrito anteriormente para el
Ejemplo 11, fue preparada en 1,2 ml de tampodn, y afiadida a la biblioteca de ligandos en la jeringa. Las proteinas y
la biblioteca de ligandos fueron incubadas a la temperatura ambiente a oscuras durante 16 horas. La biblioteca fue
lavada con tampdn durante 5 minutos luego con agua durante 3 x 5 minutos. La biblioteca fue examinada bajo un
microscopio de fluorescencia y perlas fluorescentes brillantes rojas, verdes, y amarillas (amarillo indicativo de unién
de colorantes rojos y verdes; la mayoria de las perlas) estuvieron presentes, al igual que las perlas no marcadas. Las
perlas fluorescentes fueron separadas usando una clasificadora de perlas como se describe en el Ejemplo 18.
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Ejemplo 51
Identificacion de proteinas y ligandos fijados a la misma perla individual

Después de la clasificacion automatica o manual, una perla individual conteniendo proteina(s) marcada(s) unida(s)
al ligando fue lavada extensamente con agua (2X), 1% (v/v) de 4cido acético (2X) y agua (2X) para eliminar el flujo
residual de la vaina. A la perla se le afiadi6 tripsina en 25 mM de solucién de bicarbonato de amonio a una concentra-
cion de 75 ng/ul. La muestra fue incubada a 37°C durante 4-5 horas. El sobrenadante de la digesta triptica fue luego
eliminado y concentrado. Los péptidos tripticos fueron luego micropurificados usando un disco de extraccién de alto
rendimiento conteniendo resina de octadecilo (C18) (3M Filtration Products, MN, EEUU). Los discos fueron inicial-
mente tratados con acetonitrilo y luego equilibrados con 1% (v/v) de 4cido férmico: la identidad de la(s) proteina(s)
unida(s) fue luego determinada como se describe en el ejemplo 31.

Después de la eliminacion del sobrenadante de los péptidos tripticos, la perla fue transferida a un tubo de Eppen-
dorf nuevo (sin RNAsa ni ADNsa) y el ligando fue dividido mediante las condiciones apropiadas para el enlazador
como se describe en el Ejemplo 19. Las muestras para la identificacién de ligandos preparadas de esta manera fueron
adicionalmente analizadas usando MALDI-TOF-MS como se describe en el Ejemplo 19 y/o usando fragmentacién
por MS como se describe en el ejemplo 41.

Ejemplo 52

Resultados para la seleccion de proteinas de miocitos de la biblioteca 6

R
Os=( 1
Chrr .(cH2}4-HN—-Succ-Separado-Succ-Rink-O

HN,
Rg

Ry = 10 Aminas (3, 4,7,8,10,15,80-82)
Rg & 4 Cetonas {53—59]

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 10

Lista de ligandos y proteinas identificados para la biblioteca 6 y proteinas de miocitos

Entrada | Ligando identificado Proteina(s) identificada(s)
Miocitos normales
1 AJL:RI =20 RZ=356
Enzima de conversion de la
o_(t(lcoon angiotensina (P22967); factor
CHICHy) N auxilar de la ribonucleoproteina
gj‘cooet nuclear U2 (gi 2842676).
2 AJ7, R1=6] R2=58
ngm Enzima de conversion de la
\;,i:*c“‘“'“"“ angiotensina (P22967).
3 AJS:R1=61 R2=59
F}”’ Enzima de conversion de la
EH{CHlNHy angiotensina (P22967).
) o
4

AlI9:Rl1= 8 R2=356
?CHQ(“NHE
) NH i
('

B {CH Ny
H

g\)*coom

Enzima de conversion de la
angiotensina (P22967).
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5 AJlO:R1= 8 R2=57
(CHI—NHBaE Enzima de conversion de la
HO00—4 H angiotensina (P22967); factor
SN auxilar de la ribonucleoproteina
dm nuclear U2 (gi 2842676).
6 AJl8: Rl =62 R2=157 Canal de potasio 13 rectificador
éz“ﬂ""*‘ interno (Q9QZ65,
°:§m..(m_m, IRKD_CAVPO); receptor de
Q08! sulfonilurea 2 (Q63563); canal
de potasio de poca
conductancia (P58391).
7 AJI9RI=62 R2=358 Proteina de choque térmico
(HakCHy 70kDa proteina 12A (Q8KOU4);
c:?:r--(cr{;h—ﬂag proteina serina/treonina quinasa
I< (088866); proteina activadora 2
de Ras GTPasa (GAP1m)
(P58069).
8 AJ20:R1=62 R2=59 Proteina hipotética E330017A01
éﬁwﬂs de cadena pesada de miosina,
0}“"'!%34"'% tipo no muscular (AQ62812);
W (XP-148690.1).
9 AJ2S:R1=3 R2=56 Testasa 1 o disintegrina 5
H conteniendo dominio de
O-(N‘iim metaloproteinasa 24 (gi
CHCHa),~NH2
i 31981793); factor de ribosilacion
CCOR!
con ADP tipo proteina 8
(Q96KC2).
10 AJ26: Rl =3 R2= 57

m?""‘;cﬁek‘m‘z

é,cooe:

on/a siOI'{

Proteina enrollada de Golgi
GCC185 (Q8CHG3).
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11 AT R1 =3 R2=358
" Miosina de cadena pesada de
!;%-h-imm*mh tipo no muscular (AQ62812).
‘;N‘;(
Miocitos tratados con PE
12
AJL;R1 =20 R2= 56
Enzima de conversion de la
%wa angiotensina (P22967); factor
Ol
CH{CHgl—HHg auxilar de la ribonucleoproteina
M
@/\/Lcm nuclear U2 (gi 2842676).
13 AJI0: Rl = § R2=57 . g
Enzima de conversion de la
O_écﬂz!r'%m )
HOTE, angiotensina (P22967); factor
ot . . .
m?n«»«{cﬂgr-mz auxilar de la ribonucleoproteina
Crwm nuclear U2 (gi 2842676).
14
AJIL:Rl= § R2=
H:R1 R2= 38 precursor B3 de cadena
Gl HEs
ROW‘{" Laminina beta 2 (P15800);
:&gw‘gcwm ubiquitina proteina ligasa E3
T’lY (AO08759).
15

AJiSsiRl= 4 R2=58
(ccas

N
c:é‘*"'iﬂﬁs?rﬁﬁ:

factor beta de glucdgeno sintasa
quinasa 3 (AQ9WV60).
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116 AJ18: R1=62 R2=58
ﬁﬂdlcﬂa
o P Proteina de choque térmico
\P{F/ 70kDa proteina 12A (Q8KOU4).
Ejemplo 53

Resultados para seleccion de proteina virica/macrofago de biblioteca 7

9

PN

Araf HBtAI'z“"Arf {Hetar, H-X—Separador-ﬁinll(—-o

X = Cadenas laterales de varios aminoacidos naturales e innaturales . ¢j. 3 - 47, 64-75, 108}

Ary/Hetar| =
Ara/Helarp =

Varios grupos arilo y heteroarilo de haloacidos (78«81}

Varios grupos arilo y heteroarilo de 4cidos borénicos o ésteres  ({82-101)

Separador = HzN\/«( /3/0\/\?0
w)
Enlazador = Rink A1 CH

TABLA 11

Lista de ligandos y proteinas identificados para la biblioteca 7 y proteinas de macrofagos/viricas

Entrada

Ligando identificado

Proteina(s) identificada(s)

Macréfagos normales

n M
M Br’g 'il &
.

N
M2 g 6OM

Antigeno APK1 (2134769);
Hialuronano sintasa 2
(gi12049586)
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Calreticulina 63 kDa (gi
253851); proteina de union de

calcio

WMoy

Quinasa 2 inducible por Sal
(27529963); enzima 2
interactuante con PVHL-
ubiquitina (23208620); similar al
gliceral- dehido-3-fosfato
deshidrogenasa (gi27686413)

Macrofagos infectados por virus

Mz (]
e }O_&m\{km
H Che
h
w Na\j.\tw
" N

MW i
OW\[':}

d

pog

OO L,

-0

Carbohidrato (condroitina
sintasa 2) (28466981);
subunidad alfa de glucosidasa Il
(9i5452936); similar al marco de
lectura 24 del cromosoma 9
(9i29437020)

(V) region C2V3 de la
glicoproteina de revestimiento
(9i3925092); glicoproteina de
revestimiento (gi15705767)
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Nz
0
H
H

o
o (3 o

Similar al factor de intercambio

de nucleétido de guanina Rho
(GEF)

(9i 28510159/XP 109946.2);
similar al gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (gi
28546240/XP 205430.2),
proteina hipotética MGC7050 (gi
23601917) (V) proteina Rev (gi
13172687); proteina de
revestimiento (gi 19919954);
glicoproteina precursora (gi
731113); repeticidn rica en
leucina:similar a Amsacta
moorei Entomopoxvirus (gi
9631418)

8 H
{ N, -COC H
éuo MW14

Cr@\ﬁvm "
Aow

MW1S

Producto de proteina sin
nombre (26336134),
serina/treonina quinasa 9
dependiente de serina/treonina
quinasa 9/cilina
(23271297/4507281); Caveolina
1(gi 4972627/AAD347221)

(V) glicoproteina de
revestimiento (gi 3832399)

Receptor de 7 hélices
transmembrana (gi 21928697);
polipéptido de caja DEAD (Asp-
Glu-Ala-Asp). (gi 19527256);
mito precursor proteina L12
ribosémica 60s (gi 1710600)
(V) proteina de unién a HLA (gi
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ribonucle6tido reductasa (gi
30984467)

(V) indica proteinas de virus.

Ejemplo 54

Resultados para seleccion de proteinas de miocitos de biblioteca 7

ArafHetA ro—Ar !HetriN-X—SePa'adm-ank
a/HBWA ry—ATy N -

X = Cadenas laterales de varios aminoacidos naturales e innaturales (p.ej. 3 - 47, 64-75)

AryfHatary = Varios grupos arilo y heteroarilo de haloacidos (76-81)

Arz/Hetar, = Varios grupos arilo y heteroarilo de dcidos borénicos o ésteres (82-101)

Separador = HQN\/\< ,ﬁ/g O
0N Oy
Enlazadors Rink 11 OH

TABLA 12

Lista de ligandos y proteinas identificados para la biblioteca 7 y proteinas de miocitos

POOR

M1 \Ei)ru

W

e %{{Jx»

Entrada Ligando identificado Proteina(s) identificada(s)
Miocitos normales
1 Centaurina gamma 3 (Q96P47);

poli [ADP-ribosa] polimerasa-1
(PARP-1) (ADPRT) (NAD(+)
ADP-ribosiltransferasa-1)
(Poli[ADP-ribosa] sintetasa-1)
(P09874); proteina aodrtica
preferentemente expresada 1
(APEG-1) proteina adrtica
preferentemente expresada 1
(APG1 RAT, Q63638).

82
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; E
[T

Citocromo P450 2C23
(epoxigenasa de acido
araquidénico) (CYPHC23,
P24470); Calcitonina de isoforma
de empalme, variante desplazada
de precursor de Calcitonina
P41547 (CALO_CANFA, P22892);
subunidad gamma-1 de complejo
de proteina de adaptador AP-I
con subunidad gamma-1 de
adaptador de Golgi HA1/adaptina
AP1) (P41547-00- 00-00).

HO

HN O

Proteina con dedos de zinc 198
(Funsionada en proteina de
trastornos mieloproliferativos)
(Q9UbWT7); producto de proteina
sin nombre (gi 12844245).

Citocromo P450 2C31
(CYPIIC31)
(CPCV_CAPAE,Q29478);
proteina de union de acidos
grasos, (FABPI, P02693); similar
a la subunidad alfa de proteina
quinasa CK2 (gi 28527943).

Proteina de interaccion de
receptor de tiroides 11 (TRIP-
11,Q15643); producto de proteina
sin nombre (gi 26338976).
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m«&mm
e S
AL
-
N

o T
g

Proteina beta-5 de unién gap
(Connexin 31.1), (Q02739);
proteina Hipotética XP_238677
(gi 208598980).

Miocitos inducidos con suero (hipertrofiados)

0
xjyﬂu
piu
" Qmw

Similar al precursor de la proteina
miccional 3 (gi 27719895);
glutamina sintetasa (gi
29150629); casete de unioén de
ATP (sub-familia B, elemento 10,
(Q9NRKES).

Serina-treonina quinasa (gi
474842); precursor de
Hemopexina (glicoproteina Beta-
1B) (P02790); componente de
ribonucleoproteina nuclear
pequefa U5 de 116 kDa
(008810).
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19 By _PMe  Mwas

b
Me

proteina X asociada a la translina
(Q99598); proteina Hipotética
ORF-1137 (P11260); alfa-1
Integrina (Laminina y receptor de
colageno VLA-1,CD49a)
(P56199).

Ejemplo 55

Resultados para seleccion de proteina virica/macrdfaga de biblioteca 4

LH.XZ * SeparadoxF|| -o

'x3 }(2. .Separador.P“.Q

IH “Xg- )(a.xz.& .SeparadosP“.O

Variacién A

Separador =

X+ =38 3841, 43

M- XE-!( -X, Separador Pﬂ..o

ZH- -xgk "XyrseparacorPIC)

Variacién B

_/—COOH

HN
HgN’gNH
Br

X4 .4 = Aminodcidos naturales e innaturales (3-8, 7,9, 12, 13, 15, 17,

19-22, 24, 28, 45, 47, 73, 108, 127
ON

Pl = y{?.
HaN O‘/\/?‘OH

85
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TABLA 13

Lista de ligandos y proteinas identificados para biblioteca 4 y proteinas macrdfagas/viricas

Entrada | Ligando identificado

Proteina(s) identificada(s)

Macréfagos normales

I Lt

Proteina 1 de unién a la proteina quinasa
C también contiene un dominio de dedos
de zinc con proteina 8) (Q9U1U4);
proteina de union de nucledtido de
guanina G(S), subunidad alfa (proteina
alfa G estimulante de la adenilato ciclasa)
(P048949).

"y COoH

z—NH

Proteina quinasa byr2 (proteina quinasa
ste8) (MAP quinasa) (P28829); similar a
la proteina quinasa 2 (testicular)
(Q885R6);

tiamina trifosfatasa (Q8CgV7).

Ejemplo 56

Resultados para seleccion de proteina de miocitos de la biblioteca 5

w J/\ Jﬁ(&parador Enlazado‘o d I& )Yepamdor Enlazado'

Variacion A

|’
Ry

Variacion B

R y = Cadenas laterales de varios aminoacidos naturales e innaturales {p.€j. 3 -47)

Rj = varios grupos acilo

R = Varios arilo y alquilo

H H
Separador = HZPE NWOWOWOW NMNH
O

o o

or
HZ“\/‘\WQ\/\FO CH
OH

Enlazadorm pit o HMSA
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TABLA 14

Lista de ligandos y proteinas identificados para la biblioteca 5 y proteinas de miocitos

Entrada | Ligando identificado Proteina(s) identificada(s)

Miocitos normales

1 WO

Y3
QI%:L? 00H
subunidad B14 de NADH-ubiquinona

H@ oxidorreductasa (Q9CQZ5).

OQH

2
% Miosina Va (Miosin 5A, cadena
]
. pesada de miosina diluida, sin

Oﬁgw miisculo (QOY411).

Miocitos inducidos con suero

3 oox Cadena de miosina (Q63358), factor

NF-kappa B-represion ( proteina
ﬁ)\' 5“ ITBA4 de factor de transcripcion)

(015226).

Proteina con dedos de zinc 339
. Ga({)\’ } mcom | (QOBRPO); homologo RAD52 de
proteina de reparacion del ADN

n

La invencién pretende ser definida en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para identificar elementos especificos de un par de unién ligando-proteina previamente desconocido,
que incluye las etapas de:

(a) sintetizar una biblioteca de ligandos sobre perlas de resina para formar una biblioteca de ligandos inmovi-
lizada, donde cada perla de la biblioteca inmovilizada comprende un elemento de la biblioteca de ligandos;

(b) incubar la biblioteca de ligandos inmovilizada con dos o mas mezclas de proteinas marcadas diferencial-
mente;

(c) detectar un par de unién de proteina-ligando inmovilizado de la mezcla de incubacién;
(d) identificar el ligando del par de unién de ligando especifico; y

(e) identificar la proteina del par de unién de proteina-ligando donde el ligando y la proteina identificados son
elementos especificos de un par de unién de proteina-ligando diferencial previamente desconocido.

2. Proceso segtn la reivindicacién 1, donde la fase de deteccién de un par de unién de proteina-ligando inmoviliza-
do comprende detectar un ligando de la biblioteca que se une diferencialmente con las mezclas de proteinas marcadas
diferencialmente para formar un par de unién de proteina-ligando diferencial.

3. Proceso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la resina comprende polietilenglicol.

4. Proceso segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la biblioteca comprende pequefias molécu-
las orgénicas, y donde dichas pequefias moléculas organicas son compuestos no oligoméricos que contienen carbono

con un tamafo inferior a 600 unidades de masa.

5. Proceso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde cada mezcla de proteina es marcada con
una sonda de deteccion, y donde cada par de unién de proteina-ligando es detectado por deteccion de la sonda.

6. Proceso segtn la reivindicacién 5, donde al menos una sonda de deteccién produce fluorescencia.

7. Proceso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde al menos una mezcla de proteinas es deri-
vada de células vivas.

8. Proceso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde al menos una mezcla de proteinas es una
mezcla de proteinas mamiferas.

9. Proceso segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde al menos una mezcla de proteinas es una
mezcla de proteinas vegetales.

10. Proceso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la la biblioteca de ligandos es una biblio-
teca peptidica.

11. Proceso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la la biblioteca de ligandos comprende
peptidomiméticos.

12. Proceso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde al menos una mezcla de proteinas com-
prende una familia de proteinas, y donde el par de unién de ligando-proteina es detectado por inmunoensayo.

13. Proceso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el ligando es identificado usando espec-
trometria de masas.

14. Proceso segtn cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el ligando es identificado usando espec-
troscopia por RMN.

15. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la proteina es identificada usando espec-
trometrfa de masas.

16. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, comprendiendo ademds el aislamiento de una
perla de resina que contiene el par de unién de proteina-ligando inmovilizado de la masa de la biblioteca de ligandos.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Carlsberg Research Center

<120> BUSQUEDA DE AFINIDAD PARA LIGANDOS Y RECEPTORES DE PROTEINAS

<130> P 782 PCO0
<160> 52
<170> PatentIn version 3.1

<210>1

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Separador peptidico

<400> 1
Gly Pro Pre Phe Pro Phe
i 5
<210>2
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Separador peptidico

<400> 2
Ala Pro Axg Pro Pro arg Ala
1 5

<210>3

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es Pip

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (2)..3)

<223> Xaa es Pal
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<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (5)..(5)
<223> Xaaes Pya

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es Pip

<400> 3
Xaa Xaa Xma Phe Xar Xaa
1 s

<210> 4

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1).. (1)
<223> Xaaes Pya

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (2)..(3)
<223> Xaa es Hyp

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (5)..(5)

<223> Xaa es Acm
<400> 4
Xaa Xma %ma Phe Xma Tyr
i KB
<210>5
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica
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<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaaes Pya

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (2)..(2)

<223> Xaa es Gua

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..(3)

<223> Xaa es Pip

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (4)..(4)

<223> Xaa es Acc

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es Pip

<400> 5
X&a Xan Xea Xaa Phe Xaa
i 5
<210>6
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (2)..(2)

<223> Xaa es Aze

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (6)..(6)

<223> Xaaes Aze
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<400> 6

Phe Xaa Gly His Gly Xaa

<210>7

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..(3)
<223> Xaaes Pya

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (4)..(4)

<223> Xaa es Pip

<400> 7
Phe Thyr Xaa Xaa Asp His
i .1

<210> 8

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de uni6n de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (2)..(2)
<223> Xaa es Ppy

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..(3)
<223> Xaa es Acc

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (5)..(5)
<223> Xaa es Ppy
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<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (6)..(6)
<223> Xaa es Hpy

<400> 8

Phe Xsa Xaa Ala X3 Xaa
1 5

<210>9
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (2)..(2)
<223> Xaa es Abi

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..(3)
<223> Xaa es Pal

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (4)..(4)
<223> Xaa es Hyp

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es Hyp

<400> 9
Phe Xaa Xaa Xaa Thr Xaam
1 5

<210> 10

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica
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<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (2)..(2)
<223> Xaa es Gua

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..(3)
<223> Xaaes Pal

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (5)..(5)

<223> Xaa es Gua

<400> 10
Phe Xsa Xas Tyr Xas Tyr
i 5

<210> 11

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es Pal

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (2)..(2)
<223> Xaa es Abi

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (5)..(5)

<223> Xaa es Abi

<400>11
Xda Xmz Gly Gly Xaz His
1 5

<210> 12

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es Abi

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..(4)

<223> Xaa es Hyp

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es desconocido

<400> 12

X=a Thr Xsa Xaa Hieg Xaa
1 5

<210> 13

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaaes Pya

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (2)..2)

<223> Xaa es Gua

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..(3)

<223> Xaa es Abi

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (5)..(5)

<223> Xaaes ABS
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<400> 13

Xea Xpa Xag Asp Xaa Tyvr

h 5

<210> 14

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaaes Abi

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..(3)

<223> Xaa es Abi

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (5)..(5)

<223> Xaa es Che

<400> 14
Xag Phe Xsa Fhe Xaa Tyr
1 5

<210> 15

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es T(Sa)

<400> 15

Xaz Phe Asn His Ser
1 5
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<210> 16
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaaes T (Sa)
<400> 16
Xea Phe Ala Leu Val
h A g
<210> 17
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es T(Sa)
<400> 17
Xma Phe Gly Ile Trp
i 5
<210> 18
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es T(Sa)

<400> 18

Xaa Phe Gly Ile Met
1 5
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<210> 19
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es T(Sa)
<400> 19
¥aa Gly val Fhe Lau
b 5
<210> 20
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de uni6n de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es T(Sa)
<400> 20
Xaa Tyr Ser Met Pro
1 5
<210> 21
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es T(Sa)

<400> 21

Xax Ley Sex Trp TP
1 s

10
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<210> 22
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es T(Sa)

<400> 22

Xaa His Trp His Ils
* 5

<210> 23

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es T(Sa)
<400> 23
Xaa His Trp Val val
1 5
<210> 24
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es T(Sa)

11
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<400> 24
Jas His Leu Gly Tvr
1 5
<210> 25
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es T(Sa)
<400> 25
Ama Tle Tyr Leu Phe
1 8
<210> 26
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es T(Sa)

<400> 26
X=x Phe Qly Leu Mat
1 5
<210> 27
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de uni6n de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es T(Sa)

12
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<400> 27
Xaa Trp Val Asn Met
1 5
<210> 28
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unié6n de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es T(Sa)
<400> 28
Xaa Mat Val Asn Trp
1 5
<210> 29
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es T(Sa)

<400> 29
faa His Ile Gly Tvyr
1 5
<210> 30
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es T(Sa)

13
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<400> 30
Xaa Leu Tyr Leu Phe
k 5
<210> 31
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1) .. (1)

<223> Xaa es T(Sa)
<400> 31
Xag His Trp His Leu
h 5
<210> 32
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es T(Sa)
<400> 32
Xaa Phe Val Trp His
1 5
<210> 33
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de uni6n de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es T(Sa)

14
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<400> 33
Xaa Ley Tyr Ils Phe
i 5
<210> 34
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es ManS

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..(3)

<223> Xaa es ManS

<400> 34

Xaa Gly Xaa Asp Aen ala
1 5

<210> 35

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es ManS

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..(3)
<223> Xaa es GIcNN

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (5)..(5)
<223> Xaa es ManS

15
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<400> 35
X2a Qly Xaa Asn Xaa Tvr
1 %

<210> 36

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es ManN

<400> 36

Xaa Phe Trp Ser Lys His
1 5

<210> 37
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es GIcNN

<400> 37
Xma Trp Phe Asp Trp Pro
1 5

<210> 38

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de uni6n de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es GIcNN

16
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<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..3)

<223> Xaa es GIcNN

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (5)..(5)

<223> Xaa es ManS

<400> 38

Xaa val Xam His Xaa Gly
1 5

<210> 39
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es ManN

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222>(2)..(2)
<223> Xaa es ManS

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..3)
<223> Xaa es ManN

<400> 39

Xaa Xaa Xaa Trp Ser Ivp
1 5

<210> 40
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

17
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<400> 40
Gly Pro Lys Lys Tyr His
1 g

<210> 41

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<400> 41
His Thr Tzp Gly Tyr Trp
1 5

<210> 44

<211>6

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de unién

<400> 44
Qly Bro lws Lys Tyr His
1

5

<210> 45
<211>6

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de unién

<400> 45

His Thr Prp Gly Tyr Trp
1 5

<210> 46
<211>6

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de uni6én

18
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<400> 46

<210> 41
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ligando de unién de la biblioteca peptidica

<400> 41

His Thr Trp Gly Tyr Txp
1 5

<210> 44
<211>6

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de uni6én

<400> 44
Gly Pro Ly# Lys Tyr His
b 5

<210> 45

<211>6

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de unién

<400> 45

Hig Thr Trp Gly Tyr TIp
b 5

<210> 46

<211>6

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de unién

19
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<400> 46

Phe Thr Tyr Phe Ala Lys
1 5

<210> 57
<211>6

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de unién

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..(3)
<223> Xaa es Hyp

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (6)..(6)
<223> Xaa es Gua

<400> 57

Lys Met Xaa Trp Tyr Xaa
1 i

<210> 58
<211>6

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de unién

<220>

<231> MISC_CARACTERISTICA
<222> (4)..(4)
<223> Xaa es Gua

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (6)..(6)
<223> Xaa es Gua

20
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<400> 58

Pha hap Trp Xaa Thr Xaa
1 5

<210> 59
<211>5

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de unién

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaaes T(Sa)

<400> 59
Xaa Tyr Gly Alz Met
i 5
<210> 60
<211>5
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de unién

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es T(Sa)

<400> 60

Xzs 86r Val Trp Phe
1 5

<210> 61
<211>5

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de uni6én

21
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<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaaes T (Sa)

<400> 61

faa Hig Tyr Pha Pha
1 g

<210> 62
<211>5

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de uni6én

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es T(Sa)

<400> 62

Xas Ile Tyr Tyr Phe
1 5
<210> 63
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de unién

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es T(Sa)

<400> 63
Xasa Gln Pro dly Met
b3

5

<210> 64
<211>5

<212> PRT
<213> Artificial
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ES 2 318 266 T3

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Ligando de uni6én

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa es T(Sa)

<400> 64

Xaa Gly Bro His Gly
1 5
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