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DESCRIPCION

Meétodos para la identificacién de moléculas que interactian con LRRK?2 y para la purificacién de LRRK2.

La presente invencién se relaciona con métodos para la identificacién de moléculas que interactian con LRRK?2
y para la purificacién de LRRK?2 utilizando al ligando 91 de indol como ligando para LRRK?2. Ademds, la presente
invencion se relaciona con composiciones farmacéuticas que incluyen a dichas moléculas, por ejemplo para el trata-
miento de la enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson (PD) [OMIM 168600, Online Mendelian Inheritance in Man (OMM)), http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=168600] es un trastorno de movimientos heterogéneos caracterizado por la dege-
neracién de neuronas dopaminérgicas dentro de la sustancia negra de los ganglios basales. Afecta al 2% de la poblacién
mayor de 60 afios.

Las estrategias terapéuticas actuales para la PD se enfocan principalmente en reducir la severidad de sus sintomas
utilizando medicamentos dopaminérgicos (por ejemplo, Levodopa/Carbidopa). Aunque proporcionan beneficios a los
pacientes, estos medicamentos presentan efectos secundarios adversos y pueden hacerse ineficientes después e un
tratamiento prolongado (efecto de desgaste). Ninguno de estos tratamientos aborda el problema subyacente, la pérdida
progresiva de neuronas dopaminérgicas.

En términos generales, existen dos componentes clinico patoldgicos de la PD. En primer lugar, existe un par-
kinsonismo clinicamente definido, un periodo sindrémico que incluye las caracteristicas cardinales del trastorno del
movimiento Parkinsoniano. Existen un temblor en reposo, bradiquinesia (lentitud de movimiento), rigidez e inesta-
bilidad postural, todos problemas al iniciar o al finalizar los movimientos. Su correlato patolégico es la pérdida de
neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra. En segundo lugar, la enfermedad de Parkinson estd marcada después
de la muerte por la presencia de cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy en neuronas sobrevivientes. Estos son agre-
gados intracelulares de lipidos y proteinas incluidos ubiquitina y alfa sinucleina. Las definiciones patolégicas de la
PD requieren de la presencia de la patologia de Lewy positiva para alfa sinucleina en neuronas sobrevivientes de la
sustancia negra, junto con pérdida de células de la sustancia negra y neuronas estriatales intactas (Cookson, 2005.
Annual Reviews in Biochemistry 74, 29-52).

La teoria céntrica de la alfa sinucleina de la agregacion de proteina ha sido complementada en afios recientes por
el descubrimiento de las proteinas DJ1, PINK1 y OMI/HTRAZ2, todas las cuales estdn asociadas con la mitocondria
y han sido implicadas en la proteccién celular contra dafio oxidativo (Abou-Sleiman y colaboradores, 2006. Nature
Reviews Neuroscience 7, 207-219).

Se ha presentado recientemente evidencia genética de que las mutaciones de las repeticiones de quinasa 2 ricas en
Leucina (LRRK2, sinénimo de Dardarina) provocan PD autosomal dominante previamente enlazada al locus PARKS.
Las mutaciones de LRRK2 se estima que representan del 5 al 6% de los casos de la PD con una historia familiar
positiva, y fueron también identificadas en casos esporddicos. LRRK?2 codifica una proteina grande de multiples do-
minios que consiste de repeticiones N terminales ricas en leucina, un dominio ROC/COR de GTPasa, una proteina
quinasa quinasa quinasa activada por mitégeno (MAPKKK) y repeticiones WD40 C terminales (Paisan-Ruiz y cola-
boradores, 2004. Neuron 44, 595-600; Zimprich y colaboradores, 2004. Neuron 44, 601-607). Paisan-Ruz y colegas
Ilamaron al producto proteico dardarina, derivada de la palabra vasca “dardara” que significa temblor, pero la proteina
fue renombrada luego LRRK2.

Actualmente, se sabe poco acerca de la funcién de LRRK2 pero se han hecho observaciones preliminares en
sistemas de sobreexpresion in vitro. LRRK?2 codifica una proteina quinasa y es capaz de autofosforilacién (West y
colaboradores, 2005. PNAS 102, 16842-16847, Gloeckner y colaboradores, 2005. Hum. Mol. Genet. 15, 223-232). La
publicacién de West y colaboradores, describe la purificacién de LRRK?2 recombinante con la ayuda de un anticuerpo
especifico. Sin embargo, la cantidad de proteina obtenida fue muy pequefia.

Significativamente, tres mutaciones de LRRK?2 asociadas con PD, dos en el dominio de la quinasa (G2019S y
12020T) y una en el dominio de la GTPasa de ROC/COR (R1441C) incrementan la autofosforilacién de LRRK?2,
sugiriendo un mecanismo dominante de ganancia de funcién. En realidad, la sobreexpresion de R1441C, Y1699C o
G2019S mutantes de LRRK2 es suficiente para inducir degeneracién neuronal en neuronas corticales primarias de
ratén (Smith y colaboradores, 2005. PNAS 102, 18676-18681).

Ademads, la manipulacion de la actividad de la quinasa de LRRK2 por medio del reemplazo del domino de la qui-
nasa con una version mutada de “quinasa muerta” bloquea la formacién de cuerpos de inclusién y retrasa la muerte
celular, dos fenotipos celulares de PD (Greggio y colaboradores, 2006. Neurobiol. Dis. 23(2), 329-341). Esta observa-
cion sugiere que los inhibidores de quinasa serdn agentes terapéuticos utiles para pacientes con mutaciones de LRRK2
y presumiblemente también PD esporadica.

El reciente descubrimiento de que las mutaciones de LRRK2 conducen a un inicio tardio de la PD con patologia
pleomorfica, incluida la patologia de sinucleina alfa, tau y ubiquitina colocan a places LRRK2 secuencia arriba en una
ruta neurodegenerativa comun para parkinsonismo. Por lo tanto, LRRK?2 se ha convertido en un objetivo terapéutico
atractivo para intervencién y neuroproteccion en la enfermedad de Parkinson (Taylor y colaboradores, 2006. Trends
in Molecular Medicine 12, 76-82).
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WO 02/081466 describe derivados de pirrol-indolinona como inhibidores de la serina/treonina quinasa (mismo
grupo que LRRK?2).

WO 2004/006838 describe métodos de seleccién de compuestos que modulan la actividad de proteina quinasas,
incluida LRRK2 (SEQ ID NO: 117).

En vista de lo anterior, existe la necesidad de proveer métodos efectivos para la identificacién de compuestos que
interactian con LRRK2 asi como de métodos para la purificaciéon de LRRK2.

Para cumplir con este requisito, la invencién proporciona en un primer aspecto, un método para la identificacién
de un compuesto que interactiia con LRRK?2, que comprende las etapas de

a) proveer una preparacion de proteina que contenga LRRK2,

b) poner en contacto la preparacion de proteina con (dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-iliden-
metil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) inmovilizada sobre un soporte sélido
bajo condiciones que permiten la formacién de un complejo de (4dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-
(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK2,

¢) incubar al complejo de (dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-
3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK2 con un compuesto dado, y

d) determinar si el compuesto es capaz de separar LRRK?2 del (dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-
(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida).

Ademds, en un segundo aspecto, la invencién se relaciona con un método para la identificacién de un compuesto
que interactia con LRRK?2, que comprende las etapas de:

a) proveer una preparacion de proteina que contenga LRRK2,

b) poner en contacto la preparacion de proteina con (dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-iliden-
metil]-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) inmovilizada sobre un soporte séli-
do y con un compuesto dado bajo condiciones que permitan la formacién de un complejo de (dcido
5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-pro-
pil)-amida)-LRRK2, y

c) detectar al complejo de (dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil-1H-
pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK?2 formado en la etapa b).

En un tercer aspecto preferido, la invencién provee un método para la identificacién de un compuesto que interactia
con LRRK2, que comprende las etapas de:

a) proveer dos alicuotas de una preparacion de proteina que contenga LRRK?2,

b) poner en contacto una alicuota con (4cido 5-[5-Fluoro-2-o0xo0-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dime-
til-1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) inmovilizado sobre un soporte sélido bajo condiciones
que permitan la formacién de un complejo de (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenme-
til]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico(3-amino-propil)-amida)-LRRK?2,

¢) poner en contacto la otra alicuota con (4cido 5-[5-Fluoro-2-o0xo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-
dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) inmovilizado sobre un soporte sélido y con un
compuesto dado bajo condiciones que permitan la formacion de un complejo de (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-
1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK2,
y

d) determinar la cantidad de complejo de (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-
dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK2 formado en las etapas b) y c).

En el contexto de la presente invencidn, se ha encontrado sorprendentemente que el (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-
1,2-dihidroindol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) es un ligando para
LRRK?2. Esto permite el uso del (dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-
3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) en ensayos de seleccion, esto es en ensayos competitivos de seleccion asi como
en métodos para la purificacién de LRRK2.
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La estructura del (dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxili-
co (3-amino-propil)-amida) también ligando 91), se da en la Fig. 1. Este compuesto es una molécula estructuralmente
similar al inhibidor de quinasa de Sutent (SU11248; Sun y colaboradores, 2003. J. Med. Chem. 46, 1116-1119).
El (4cido 5-[5-Fluoro-2-o0xo0-1,2-dihidroindol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- | H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-
amida) puede ser acoplado en forma covalente a un material adecuado que sirve de soporte sélido a través del grupo
amino primario y ser utilizado para el aislamiento de proteinas de enlazamiento. La sintesis del (4cido 5-[5-Fluoro-2-
0x0-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) es descrita en el
Ejemplo 1. De acuerdo con la invencién, la expresién “(4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidroindol-(3Z)-ilidenmetil]-
2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)” también incluye compuestos que contienen un nticleo
idéntico pero que tienen otro enlazador, preferiblemente acoplado al grupo NH que no hace parte de las estructuras
ciclicas, para enlazamiento al soporte sélido. Tipicamente, los enlazadores pueden tener una columna vertebral de 8,
9 6 10 atomos y pueden contener ya sea un grupo activo carboxilo o un grupo activo amino.

De acuerdo con la presente invencidn, la expresién “LRRK2” no solamente significa la proteina como se muestra
en la Figura 3 sino también un derivado funcionalmente activo de la misma, o un fragmento funcionalmente activo de la
misma, o un homélogo de la misma, o una variante codificada por un dcido nucleico que hibrida al 4cido nucleico que
codifica dicha proteina bajo condiciones poco rigurosas. Preferiblemente, estas condiciones poco rigurosas incluyen
hibridacién en un amortiguador que contiene 35% de formamida, 5X SSC, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA 5 mM,
PVP al 0,02%, BSA al 0,02%, 100 pg/ml de ADN de esperma desnaturalizado de salmén, y sulfato de dextrano al
10% (p/v) durante 18-20 horas a 40°C, lavando en un amortiguador que consiste de 2X SSC, Tris-HCI 25 mM (pH
7,4), EDTA 5 mM, y SDS al 0,1% durante 1-5 horas a 55°C, y lavando en un amortiguador que consiste de 2X SSC,
Tris-HC1 25 mM (pH 7,4), EDTA 5 mM, y SDS al 0,1% durante 1,5 horas a 60°C.

Ademds, de acuerdo con la presente invencion, la expresion “LRRK2” incluye formas mutantes de LRRK?2, pre-
feriblemente tales formas mutantes que se observan en la PD (en formas familiares asi como en casos esporadicos).
Las mutaciones en el gen que codifica para LRRK?2 se ha demostrado que causan la PD dominante autosomal fami-
liar (West y colaboradores, 2005. PNAS 102, 16842-16847). Més preferiblemente, estas formas mutantes incluyen
mutaciones de aminodcidos individuales.

La sustitucién de un solo aminodcido G2019S es una de las mutaciones més frecuentemente observadas (Taylor
y colaboradores, 2006. Trends in Molecular Medicine 12, 76-82). Esta mutacién se localiza en el dominio de la
quinasa dentro de una regién conservada del bucle de activacién sugiriendo que la modulacién de la actividad de la
quinasa puede estar involucrada en el mecanismo patogénico. Otras mutaciones observadas en la PD incluyen R1441C,
Y1699C, y 12020T (ver la Tabla 2 de Taylor y colaboradores).

Por lo tanto, en una modalidad preferida, la expresiéon “LRRK2” también incluye una proteina LRRK?2 que tiene
una mutacién G2019S, R1441C, Y1699C, o 12020T. Mas preferiblemente, la expresion “LRRK?2” también incluye
una proteina LRKK?2 que tiene una de las siguientes mutaciones individuales: G2019S, R1441C, Y1699C, o 12020T.

Ademads, se han identificado 15 sustituciones adicionales de aminodcidos putativamente patégenos en LRRK2
(Taylor y colaboradores, 2006. Trends in Molecular Medicine 12, 76-82, ver especialmente la Fig. 2).

Por lo tanto, en una modalidad preferida, la expresién “LRRK?2” también incluye una proteina LRRK2 que tiene
una mutaciéon R793M, Q930R, R1067Q, S1096C, 11122V, S1228T, 11371V, R1441G, R1441H, R1514Q, M1869T,
R1941H, 12012T, T23561 o G2385R. M4s preferiblemente, la expresiéon “LRRK2” también incluye una proteina
LRKK?2 que tiene una de las siguientes mutaciones individuales: R793M, Q930R, R1067Q, S1096C, 11122V, S1228T,
11371V, R1441G, R1441H, R1514Q, M1869T, R1941H, 12012T, T23561 o G2385R.

En los métodos de la invencidn, se proporciona primero una preparaciéon de proteina que contiene LRRK?2. Los
métodos de la presente invencién se pueden llevar a cabo con una preparacién de proteina como material de partida,
mientras se solubiliza la LRRK2 en la preparacién. Los ejemplos incluyen una mezcla liquida de varias proteinas, un
lisado parcial de células que no contiene a todas las proteinas presentes en la célula original o una combinacién de
diferentes lisados celulares.

Los lisados parciales de células se pueden obtener primero por medio del aislamiento de organelos celulares (por
ejemplo nicleos, mitocondrias, ribosomas, Golgi etc.) y luego por medio de la preparacién de preparaciones de pro-
tefna derivadas de estos organelos. Los métodos para el aislamiento de organelos celulares son conocidos en el arte
(Capitulo 4.2 Purification of Organelles from Mammalian Cells en “Current Protocols in Protein Science”, Editors:
John. E. Coligan, Ben M. Dunn, Hidde L. Ploegh, David W. Speicher, Paul T. Wingfield; Wiley, ISBN: 0-471-14098-
8).

Ademds, se pueden preparar las preparaciones de proteina por medio de fraccionamiento de extractos celulares
enriqueciendo de este modo tipos especificos de proteina tales como proteinas citoplasméticas o de membrana (Capi-
tulo 4.3 Subcellular Fractionation of Tissue Culture Cells en “Current Protocols in Protein Science”, Editors: John.E.
Coligan, Ben M. Dunn, Hidde L. Ploegh, David W. Speicher, Paul T. Wingfield; Wiley, ISBN: 0-471-14098-8).

Ademds, se pueden utilizar preparaciones de proteina de fluidos corporales (por ejemplo sangre, fluido cerebroes-
pinal, fluido peritoneal y orina).
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Por ejemplo, se pueden utilizar lisados de embriones completos derivados de etapas definidas de desarrollo o etapas
adultas de organismos modelo tales como C. elegans. Ademads, 6rganos completos tales como corazones disecados de
ratones pueden ser la fuente de preparaciones de proteina. Estos 6rganos pueden ser también bombeados in vitro con
el propdsito de obtener una preparacion de proteina.

Ademds, la preparacion de proteina puede ser una preparacion que contiene LRRK2 que ha sido producida en
forma recombinante. L.os métodos para la produccién de proteinas recombinantes en células procariotas y eucariotas
estan completamente establecidos (Capitulo 5 Production of Recombinant Proteins en “Current Protocols in Protein
Science”, Editors: John. E. Coligan, Ben M. Dunn, Hidde L. Ploegh, David W. Speicher, Paul T. Wingfield; Wiley,
1995, ISBN: 0-471-14098-8).

En una modalidad preferida de los métodos de la invencién, la provisién de una preparacion de proteina incluye
las etapas de cosechar al menos una célula que contiene LRRK?2 y lisarla.

En una modalidad preferida, la célula es parte de un sistema de cultivo celular y los métodos para cosechar una
célula de un sistema de cultivo celular son conocidos en el arte (ver la literatura mas arriba).

La escogencia de la célula dependera principalmente de la expresién de LRRK2, ya que se debe garantizar que la
protefna esté presente principalmente en la célula de escogencia. Con el propésito de determinar si una célula dada
es un sistema adecuado de partida para los métodos de la invencién, métodos tales como transferencias tipo Western,
métodos de deteccion de acidos nucleicos con base en PCR, transferencias tipo Northern y métodos de microarreglos
de ADN (“chips de ADN”) podrian ser adecuados con el propdsito de determinar si una proteina dada de interés esta
presente en la célula.

La escogencia de la célula estard también influenciada por el propésito del estudio. Si se requiere analizar la
eficacia in vivo para un farmaco dado entonces se seleccionardn las células o los tejidos en los cuales se presenta el
efecto terapéutico deseado (por ejemplo, tejido cerebral para fairmacos antineurodegenerativos). Por el contrario, para
la elucidacidon de proteinas objetivo que medien efectos secundarios no deseados, se analizard la célula o el tejido en
el cual se observa el efecto secundario (por ejemplo tejido de higado para el metabolismo de la droga).

Ademds, estd concebido dentro de la presente invencidn que las células que contienen LRRK?2 se puedan obtener
a partir de un organismo, por ejemplo por medio de una biopsia. Los métodos correspondientes son conocidos en el
arte. Por ejemplo, una biopsia es un procedimiento diagndstico utilizado para obtener una pequefia cantidad de tejido,
que puede ser luego examinada microscOpicamente o con métodos bioquimicos. Las biopsias son importantes para
diagnosticar, clasificar y representar una enfermedad, pero también para evaluar y monitorear el tratamiento con un
farmaco.

Esta comprendido dentro de la presente invencién que por medio de la recoleccion de al menos una célula, se
lleva a cabo simultdneamente la lisis. Sin embargo, se prefiere igualmente que la célula sea primero cosechada y luego
lisada en forma separada.

Los métodos para la lisis de las células son conocidos en el arte (Karwa y Mitra: Sample preparation for the
extraction, isolation, and purification of Nuclei Acids; capitulo 8 en “Sample Preparation Techniques in Analytical
Chemistry”, Wiley 2003, Editor: Somenath Mitra, ISBN para impreso: 0471328456; ISBN en linea: 0471457817). La
lisis de diferentes tipos de células y tejidos se puede lograr por medio de homogenizadores (por ejemplo, el homo-
genizador de Potter), desintegradores ultrasénicos, lisis enzimadtica, detergentes (por ejemplo, NP-40, Triton X-100,
CHAPS, SDS), choque osmético, congelacién y descongelacion repetidas, o una combinacién de estos métodos.

De acuerdo con los métodos de la invencién, se pone en contacto la preparacién de proteina con ligando 91 de
indol inmovilizado sobre un soporte sélido bajo condiciones que permiten la formacién de un complejo de ligando 91
de indol-LRRK?2.

En la presente invencion, el término “un complejo de ligando 91 de indol-LRRK?2” indica un complejo donde el
ligando 91 de indol interactiia con LRRK?2, por ejemplo por medio de enlazamiento covalente o, mds preferiblemente,
por medio de un enlace no covalente.

La persona capacitada sabrd que condiciones se pueden aplicar con el propédsito de permitir la formacién del
complejo ligando 91 de indol-LRRK?2.

En el contexto de la presente invencién, el término “bajo condiciones que permitan la formacién del comple-
jo” incluye todas las condiciones bajo las cuales es posible tal formacién, preferiblemente tal enlazamiento. Esto
incluye la posibilidad de tener el soporte s6lido sobre una fase inmovilizada y verter el lisado sobre él. En otra mo-
dalidad preferida, también estd incluido que el soporte sélido sea en forma de particulas y mezclada con el lisado
celular.

En el contexto del enlazamiento no covalente, el enlazamiento entre el ligando 91 de indol y LRRK2 es, por ejem-
plo, a través de puentes de sales, enlaces de hidrogeno, interacciones hidréfobas o una combinacion de los mismos.
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En una modalidad preferida, las etapas de la formacion del complejo del ligando 91 de indol-LRRK2 se llevan a
cabo bajo condiciones esencialmente fisioldgicas. El estado fisico de las proteinas dentro de las células estd descrito
en Petty, 1998 (Howard R. Petty, Capitulo 1, Unidad 1.5 en: Juan S. Bonifacino, Mary Dasso, Joe B. Harford, Jennifer
Lippincott-Schwartz, and Kenneth M. Yamada (eds.) Current Protocols in Cell Biology Copyright© 2003 John Wiley
& Sons, Inc. Todos los derechos reservados. DOI: 10.1002/0471143030.cb0101s00 Fecha de Envio en Linea: Mayo,
2001 Fecha de Publicacion en Imprenta: Octubre, 1998).

El contacto bajo condiciones esencialmente fisioldgicas tiene la ventaja de que las interacciones entre el ligando,
la preparacién de la célula (esto es, la enzima que va a ser caracterizada) y opcionalmente el compuesto reflejan en
la medida de lo posible las condiciones naturales. “Condiciones esencialmente fisiolégicas” son entre otras aquellas
condiciones que estdn presentes en el material original de la muestra no procesada. Ellas incluyen la concentracién
fisiol6gica de la proteina, el pH, la concentracién salina, la capacidad amortiguadora y las modificaciones posteriores
a la traduccion de las proteinas involucradas. El término “condiciones esencialmente fisioldgicas” no requiere de
condiciones idénticas a aquellas en el organismo vivo original, de donde se deriva la muestra, sino esencialmente de
condiciones como las de las células o condiciones cercanas a las condiciones celulares. La persona capacitada en el
arte, desde luego, se dard cuenta que pueden surgir ciertas limitaciones debido a la puesta en marcha experimental que
eventualmente conducird a condiciones menos parecidas a las de las células. Por ejemplo, la ruptura eventualmente
necesaria de las paredes celulares o de membranas celulares cuando se toma y se procesa una muestra de un organismo
vivo puede requerir de condiciones que no son idénticas a las condiciones fisiolégicas encontradas en el organismo. Las
variaciones adecuadas de las condiciones fisioldgicas para llevar a cabo los métodos de la invencion serdn evidentes
para aquellos capacitados en el arte y estan abarcadas por el término “condiciones esencialmente fisiolégicas” como
se lo utiliza aqui. En resumen, se entiende que el término “condiciones esencialmente fisioldgicas™ se relaciona con
condiciones cercanas a las condiciones fisioldgicas, como se encuentran por ejemplo en células naturales, pero no
necesariamente se requiere que esas condiciones sean idénticas.

Preferiblemente, “condiciones esencialmente fisioldgicas” pueden incluir NaCl o KCl 50-200 mM, pH 6,5-8,5, 20-
45°C, y un catién divalente 0,001-10 mM (por ejemplo Mg**, Ca*™"); mas preferiblemente aproximadamente NaCl o
KCI 150 mM, pH 7,2 a 7,6, un catién divalente S mM y a menudo incluye 0,01-1,0 porciento de proteina no especifica
(por ejemplo BSA). Un detergente no iénico (Tween, NP-40, Triton-X100) puede a menudo estar presente, usualmente
aproximadamente entre 0,001 y 2%, tipicamente entre 0,05 y 0,2% (volumen/volumen). Como guia general, se pueden
aplicar las siguientes condiciones acuosas amortiguadas: NaCl 10-250 mM, Tris HCI 5-50 mM, pH 5-8, con adicién
opcional de un catién(es) divalente(s) y/o de quelantes metdlicos y/o detergentes no idnicos.

En el contexto de la presente invencion, se inmoviliza el ligando 91 de indol sobre un soporte sélido. A todo lo largo
de la invencion, el término “soporte s6lido” se relaciona con cada soporte no disuelto que sea capaz de inmovilizar un
ligando de molécula pequefia sobre su superficie.

De acuerdo con una modalidad preferida adicional, se selecciona el soporte sélido del grupo que consiste de aga-
rosa, agarosa modificada, granulos de sefarosa (por ejemplo, sefarosa activada con NHS), latex, celulosa, y particulas
ferrosas o ferromagnéticas.

El ligando 91 de indol se puede acoplar al soporte sélido ya sea en forma covalente o no covalente. El enlazamiento
no covalente incluye al enlazamiento a través de ligandos de afinidad de biotina que se enlazan con matrices de
estreptavidina.

Preferiblemente, el ligando 91 de indol se acopla en forma covalente con el soporte sélido.

Antes del acoplamiento, las matrices pueden contener grupos activos tales como NHS, Carbodiimida, etc. para
permitir la reaccién de acoplamiento con el ligando 91 de indol. El ligando 91 de indol se puede acoplar con el
soporte solido por medio de acoplamiento directo (por ejemplo, utilizando grupos funcionales tales como grupos
amino, sulthidrilo, carboxilo, hidroxilo, aldehido y cetona) y por medio de acoplamiento directo (por ejemplo, a través
de biotina, estando la biotina enlazada covalentemente al ligando 91 de indol y enlazada en forma no covalente a
estreptavidina que estd enlazada directamente a un soporte sélido).

El enlazamiento con el material sélido de soporte puede involucrar enlazadores que se pueden escindir y que no se
pueden escindir. La escision se puede lograr por medio de ruptura enzimadtica o por tratamiento con métodos quimicos
adecuados.

Las interfaces de enlazamiento preferidas para enlazamiento del ligando 91 de indol con el material sélido de
soporte son enlazadores con una columna vertebral de 4tomos de carbono. Tipicamente los enlazadores tienen una
columna vertebral de 8, 9 6 10 atomos. Igualmente preferidos son los enlazadores de polietilénglicol (PEG).

La persona capacitada se dard cuenta que entre las etapas individuales de los métodos de la invencién, pueden ser
necesarias etapas de lavado. Tal lavado hace parte del conocimiento de la persona capacitada en el arte. El lavado sirve
para remover los componentes no enlazados del lisado celular del soporte sélido. Las interacciones no especificas
de enlazamiento (por ejemplo, iénicas simples) se pueden minimizar por medio de la adicién de bajos niveles de
detergente o por medio de ajustes moderados con concentraciones de sal en el amortiguador de lavado.
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De acuerdo con los métodos de identificacién de la invencion, el sistema de lectura es ya sea para la deteccién o
la determinacién de LRRK?2 (primer aspecto de la invencién), para la deteccion del complejo de ligando 91 de indol-
LEEK2 (segundo aspecto de la invencidn), para la determinacién de la cantidad de complejo ligando 91 de indol-
LRRK?2 (tercer aspecto de la invencion).

La deteccién del complejo de ligando 91 de indol-LRRK?2 de acuerdo con el segundo aspecto de la invencién se
puede llevar a cabo por medio de la utilizacién de anticuerpos marcados dirigidos contra LRRK?2 y los métodos para
su uso son conocidos en el arte, al igual que los métodos para marcacién de anticuerpos (por ejemplo con colorantes
fluorescentes). Los anticuerpos anti-LRRK2 se encuentran comercialmente disponibles (Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz, CA, EUA). Ademas, los anticuerpos dirigidos a formas mutadas de LRRK?2 (por ejemplo las sustitu-
ciones de los aminoacidos G2019S e 12020T observados en formas familiares de la PD) se encuentran comercialmente
disponibles (Abgent, San Diego, CA, EUA).

Sin embargo, en el transcurso del segundo y tercer aspectos de la invencidn, se prefiere que LRRK?2 se separe del
ligando 91 indol inmovilizado.

De acuerdo con la invencion, separacién significa cada accioén que destruya las interacciones entre el ligando 91 de
indol y LRRK?2. Esto incluye, en una modalidad preferida, la eluciéon de LRRK?2 del ligando 91 de indol inmovilizado.

La elucidn se puede lograr por medio del uso de reactivos no especificos como se describe en forma detallada mas
adelante (fuerza iénica, valor de pH, detergentes). Ademads, se puede analizar si un compuesto de interés puede eluir
especificamente LRRK?2. Se describen tales compuestos que interactian con LRRK2 adicionalmente en las siguientes
secciones.

Tales métodos no especificos para destruir la interaccién son bien conocidos en el arte y dependen de la naturaleza
de la interaccion enzima ligando. Principalmente, el cambio de fuerza idnica, el valor de pH, la temperatura o la
incubacién con detergentes son métodos adecuados para disociar las enzimas objetivo del ligando inmovilizado. La
aplicaciéon de un amortiguador de elucién puede disociar parejas de enlazamiento por medio de valores extremos de
pH (pH alto o bajo; por ejemplo, disminuyendo el pH por medio del uso de citrato 0,1 M, pH 2-3), el cambio de fuerza
i6nica (por ejemplo, alta concentracién de sal utilizando Nal, KI, MgCl,, o KCl), agentes de reduccién de la polaridad
que rompen las interacciones hidréfobas (por ejemplo, dioxano o etilén glicol), o agentes desnaturalizantes (sales
caotrdpicas o detergentes tales como dodecil sulfato de sodio, SDS; revisar: Subramanian A., 2002, Immunoaffinity
chromatography).

En algunos casos, el soporte sélido tiene que ser preferiblemente separado del material liberado. Los métodos
individuales para esto dependen de la naturaleza del soporte sélido y son conocidos en el arte. Si el material de
soporte estd contenido dentro de una columna, se puede recolectar el material liberado como flujo directo a través de
la columna. En el caso en que se mezcle el material de soporte con los componentes del lisado (llamado procedimiento
por tandas) puede ser necesaria una etapa adicional de separacion tal como una centrifugacion suave y se recolecta el
material liberado como sobrenadante. Alternativamente, se pueden utilizar bolitas magnéticas como soporte sélido de
tal manera que se puedan eliminar las bolitas de la muestra por medio del uso de un dispositivo magnético.

En la etapa d) del método de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, se determina si LRRK?2 ha sido
separada de la LRRK?2 inmovilizada. Esto puede incluir la deteccién de LRRK2 o la determinacién de la cantidad de
LRRK2.

Consecuentemente, en modalidades preferidas de todos los métodos de identificacion de la invencion, se utilizan
métodos para la detecciéon de LRRK?2 o para la determinacién de su cantidad. Tales métodos son conocidos en el arte e
incluyen métodos fisicoquimicos tales como secuenciacién de proteina (por ejemplo, degradacién de Edman), anélisis
por medio de métodos de espectrometria de masas o métodos de inmunodeteccién que emplean anticuerpos dirigidos
contra LRRK?2.

Preferiblemente, se detecta LRRK?2 o se determina la cantidad de LRRK2 por medio de métodos de espectrometria
de masas o de inmunodeteccidn.

La identificacién de proteinas con andlisis espectrométrico de masas (espectrometria de masas) es conocida en el
arte (Shevchenko y colaboradores, 1996, Analytical Chemistry 68: 850-858; Mann y colaboradores, 2001, Analysis
of proteins and proteomes by mass spectrometry, Annual Review of Biochemistry 70, 437-473) y se ilustra adicional-
mente en la seccién de ejemplos.

Preferiblemente, el andlisis por espectrometria de masas se lleva a cabo en una forma cuantitativa, por ejemplo por
medio del uso de tecnologia iTRAQ (etiquetas isobdricas para cuantificacién relativa y absoluta) o cICAT (etiquetas
escindibles de afinidad codificadas por isétopos) (Wu y colaboradores, 2006, J. Proteome Res. 5, 651-658).

De acuerdo con una modalidad preferida adicional de la presente invencion, la caracterizacién por medio de es-
pectrometria de masas (MS) se lleva a cabo por medio de la identificacién de péptidos proteotipicos de LRRK2. El
concepto de péptidos proteotipicos se describe en detalle en la seccién de los ejemplos. La idea es que LRRK2 se
digiere con proteasas y se determinan los péptidos resultantes por medio de MS. Como resultado, las frecuencias de
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péptidos para péptidos de la misma proteina fuente difieren en alto grado, siendo los péptidos mas frecuentemente
observados que “tipicamente” contribuyen a la identificacion de esta proteina, “péptidos proteotipicos”. Por lo tanto,
un péptido proteotipico como el utilizado en la presente invencién es un péptido experimentalmente perfectamente
observable que Unicamente identifica una proteina especifica o isoforma de proteina.

De acuerdo con una modalidad preferida, se lleva cabo la caracterizaciéon comparando los péptidos proteotipicos
obtenidos en el transcurso de la practica de los métodos de la invencidn con péptidos proteotipicos conocidos. Ya que
cuando se utilizan fragmentos preparados por medio de digestion con proteasa para la identificacién de una proteina en
MS, usualmente se observan los mismos péptidos proteoliticos para una enzima dada, es posible comparar los péptidos
proteotipicos obtenidos para una muestra dada con los péptidos proteotipicos ya conocidos para enzimas de una clase
dada de enzimas y por lo tanto identificar la enzima que esta presente en la muestra.

Como una alternativa al andlisis por medio de espectrometria de masas, se puede detectar la LRRK?2 eluida (in-
cluidos los compaiieros de enlazamiento eluidos conjuntamente o las proteinas a partir de supercontigos) por medio
del uso de anticuerpos especificos dirigidos contra LRRK?2.

Ademéds, en otra modalidad preferida, una vez se ha establecido la identidad de los compaiieros de enlazamiento
eluidos conjuntamente por medio de andlisis de espectrometria de masas, cada compafiero de enlazamiento se puede
detectar con anticuerpos especificos dirigidos contra esta proteina.

Los ensayos adecuados con base en anticuerpos incluyen pero no se limitan a transferencia tipo Western, ensayos
de ELISA, ensayos de ELISA tipo sindwich y arreglos de anticuerpos o una combinacion de los mismos. El estable-
cimiento de tales ensayos es conocido en el arte (Capitulo 11, Immunology, paginas 11-1 a 11-30 en: Short Protocols
in Molecular Biology. Fourth Edition, Edited by FM. Ausubel y colaboradores, Wiley, New York, 1999).

Estos ensayos no se pueden configurar inicamente en una forma para detectar y cuantificar una enzima de interés,
sino también para analizar patrones de modificacién postraduccionales tales como fosforilacién. Por ejemplo, el estado
de activacion de una quinasa se puede determinar explorando su estado de fosforilacién con anticuerpos antifosfoti-
rosina, antifosfoserina o antifosfotreonina. Se sabe del estado del arte como seleccionar y utilizar tales anticuerpos
antifosfo (Zhang y colaboradores, 2002. Journal of Biological Chemistry 277, 43648-43658).

Ademéds, los métodos de identificacion de la invencion involucran el uso de compuestos que son analizados por su
habilidad para ser un compuesto que interactiia con LRRK?2.

Principalmente, de acuerdo con la presente invencidn, tal compuesto puede ser cualquier molécula que sea ca-
paz de interactuar con LRRK2. Preferiblemente, el compuesto tiene un efecto sobre LRRK2, por ejemplo un efecto
estimulador, activador o inhibidor.

Preferiblemente, se selecciona dicho compuesto del grupo que consiste de compuestos quimicos de ocurrencia
natural o sintética o fAirmacos organicos sintéticos, mds preferiblemente moléculas pequefias, firmacos organicos o
compuestos naturales de moléculas pequefias. Preferiblemente, se identifica dicho compuesto partiendo de una biblio-
teca que contiene a dichos compuestos. Luego, en el transcurso de la presente invencion, se selecciona tal biblioteca.

Tales moléculas pequefias preferiblemente no son proteinas ni acidos nucleicos. Preferiblemente, las moléculas
pequefias exhiben un peso molecular de no menos de 1000 Da, més preferiblemente de no menos de 750 Da, lo més
preferible de no menos de 500 Da.

Una “biblioteca” de acuerdo con la presente invencion se relaciona con una coleccién (principalmente grande) de
(numerosas) diferentes entidades quimicas que son proveidas en una forma clasificada que permite tanto un andlisis
funcional rapido (seleccidn) de las diferentes entidades individuales como al mismo tiempo suministrar una identi-
ficacién rapida de las entidades individuales que forman la biblioteca. Los ejemplos son colecciones de tubos o de
pozos o de manchas sobre superficies que contienen compuestos quimicos que pueden ser afiadidos en reacciones
con uno o mds compaifieros definidos que interactdan en forma potencial en una forma de alto rendimiento. Después
de la identificacion de una interaccion “positiva” deseada de ambos compaiieros, se puede identificar rdpidamente el
respectivo compuesto debido a la construccién de una biblioteca. Las bibliotecas de origen natural o sintético pueden
ser adquiridas o disefiadas por la persona capacitada en el arte.

Se proporcionan ejemplos de la construccion de bibliotecas, por ejemplo en Breinbauer R, Manger M, Scheck M,
Waldmann H. Natural product guided compound library development. Curr Med Chem. 2002 Dec; 9 (23): 2129-45,
en donde se describen productos naturales que son puntos de partida bioldgicamente validados para el disefio de bi-
bliotecas de combinacién, ya que tienen un historial probado de relevancia biolégica. Este papel especial de productos
naturales en la quimica de los medicamentos y en biologia quimica se puede interpretar a la luz de las nuevas ideas
acerca del dominio de la arquitectura de las proteinas adquirida por la biologia estructural y la bioinformatica. Con el
propdsito de cumplir con los requerimientos especificos del bolsillo individual de enlazamiento dentro de una familia
de dominios, puede ser necesario optimizar la estructura del producto natural por medio de variacién quimica. Se dice
que la quimica en fase sélida se ha convertido en una eficiente herramienta para este proceso de optimizacion, y se
han destacado los avances recientes en este campo en este articulo de revision. Otras referencias relacionadas incluyen
Edwards PJ, Morrell Al. Solid-phase compound library synthesis in drug design and development. Curr Opin Drug
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Discov Devel. 2002 Jul; 5(4): 594-605; Merlot C, Domine D, Church DJ. Fragment analysis in small molecule disco-
very. Curr Opin Drug Discov Devel. 2002 May; 5(3): 391-9. Review; Goodnow RA Jr. Current practices in generation
of small molecule new leads. J Cell Biochem Suppl. 2001; Suppl 37: 13-21; que describe que los procesos actuales
de descubrimiento de farmacos en muchas compaiiias farmacéuticas requieren de grandes y crecientes colecciones de
estructuras mds sobresalientes de alta calidad para uso en ensayos de seleccion de alto rendimiento. Las colecciones
de moléculas pequeiias con estructuras diversas y propiedades “como las de los farmacos” han sido adquiridas, en
el pasado, a través de diferentes medios: por medio del archivo de los mejores esfuerzos internos previos de optimi-
zacién, por medio de la adquisicién a partir de vendedores de compuestos, y por medio de la unién de colecciones
separadas después de la fusién de compaiifas. Aunque se describe la quimica combinatoria/de alto rendimiento como
un componente importante en el proceso de nueva generacion sobresaliente, la seleccion de disefios de bibliotecas
para sintesis y el disefio posterior de miembros para la biblioteca ha evolucionado hasta un nuevo nivel de reto y de
importancia. Los beneficios potenciales de seleccion de multiples disefios de bibliotecas de compuestos de moléculas
pequefias contra multiples objetivos bioldgicos ofrecen una oportunidad sustancial para descubrir nuevas estructuras
sobresalientes.

En una modalidad preferida del segundo aspecto de la invencién, LRRK?2 es incubada primero con el compuesto
y luego con el ligando 91 de indol inmovilizado. Sin embargo, se prefiere igualmente la incubacion simultanea del
compuesto y del ligando 91 de indol inmovilizado (incubacién conjunta) con la proteina que contiene LRRK2 (ensayo
de enlazamiento competitivo).

Preferiblemente la LRRK2 es incubada primero con el compuesto durante 10 a 60 minutos, mas preferiblemente
de 30 a 45 minutos a una temperatura de 4°C a 37°C, mas preferiblemente de 4°C a 25°C, lo més preferible a 4°C. Los
compuestos se usan preferiblemente en concentraciones en el rango entre 1 uM y 1 mM, preferiblemente entre 10 y
100 uM. La segunda etapa, poner en contacto con el ligando inmovilizado, se lleva cabo preferiblemente durante 10 a
60 minutos a 4°C.

En el caso de incubacién simultanea, se incuba preferiblemente simultineamente la LRRK2 con el compuesto y
se inmoviliza al ligando 91 de indol durante 10 a 20 minutos, mds preferiblemente de 20 a 60 minutos a una tempe-
ratura de 4°C a 37°C, mas preferiblemente de 4°C a 25°C, lo mds preferible de 4°C a 8°C. Se utilizan los compuestos
preferiblemente en concentraciones en el rango entre 1 nM y 100 uM, preferiblemente entre 10 nM y 10 uM.

Ademds, se pueden llevar a cabo las etapas a) a ¢) del segundo aspecto de la invencién con diferentes preparaciones
de proteina con el propdsito de analizar diferentes compuestos. Esta modalidad es especialmente interesante en el
contexto de selecciones de medio y alto rendimiento (ver mds adelante).

En una modalidad preferida del método de la invencién de acuerdo con el tercer aspecto, una cantidad reducida de
ligando 91 de indol-LRRK2 formada en la etapa c) en comparacion con la etapa b) indica que LRRK2 es un objetivo
del compuesto. Esto resulta del hecho de que en la etapa c) de este método de la invencidn, el compuesto compite con
el ligando por el enlazamiento de LRRK2. Si estd presente menos LRRK2 en la alicuota incubada con el compuesto,
esto significa preferiblemente que el compuesto ha competido con el inhibidor por la interaccién con la enzima y es,
por lo tanto, un objetivo directo de la enzima y viceversa.

Preferiblemente, los métodos de identificacidn de la invencidn se llevan a cabo como una seleccién de medio o alto
rendimiento. Tales ensayos los conoce una persona capacitada en el arte (Mallari y colaboradores, 2003, A generic
high-throughput screening assay for kinases: protein kinase A as an example, Journal of Biomolecular Screeing 8§,
198-204; Rodems y colaboradores, 2002, A FRET-based assay platform for ultra-high density screening of protein
kinases and phosphatases, Assay and Drug Development Technologies 1 (1PT1), 9-19).

El compuesto de interaccion identificado de acuerdo con la presente invencidn se puede caracterizar ademds por
medio de la determinacién de si tiene un efecto sobre la actividad de LRRK2, por ejemplo sobre su actividad de
quinasa (West y colaboradores, 2005. PNAS 102, 16842-16847). Tales ensayos son conocidos en el arte, también en
un formato que permite una seleccién de medio o alto rendimiento.

En resumen, se puede incubar un sustrato de péptido marcado con fluoresceina con la tirosina quinasa (por ejemplo,
LRRK?2), ATP y un anticuerpo antifosfotirosina. En la medida que procede la reaccion, el péptido fosforilado se enlaza
al anticuerpo antifosfotirosina, resultando en un incremento en la sefal de polarizacién. Los compuestos que inhiben
a la quinasa resultan en una baja sefial de polarizacién.

Alternativamente, se puede configurar el ensayo en un formato indirecto modificado. Se utiliza un fosfopéptido
fluorescente como trazador para la formacién del complejo con el anticuerpo antifosfotirosina produciendo una alta
sefial de polarizacién. Cuando un sustrato no marcado es fosforilado por la quinasa, el producto compite con el péptido
fosforilado fluorescente por el anticuerpo. El péptido fluorescente es luego liberado del anticuerpo en solucién lo cual
resulta en una pérdida de sefial de polarizacién. Tanto los ensayos directo como indirecto se pueden utilizar para
identificar inhibidores de la actividad de la proteina tirosina quinasa (Seethala, 2000, Methods 22, 61-70; Seethala y
Menzel, 1997, Anal. Biochem. 253, 210-218; Seethala y Menzel, 1998, Anal. Biochem. 255, 257-262).

Este ensayo de polarizacion de fluorescencia se puede adaptar para el uso con las proteinas serina/treonina quinasas
por medio del reemplazo del anticuerpo antifosfotirosina con un anticuerpo antifosfoserina o antifosfotreonina (Turek
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y colaboradores, 2001, Anal. Biochem. 299, 45-53, PMID 11726183; Wu y colaboradores, 2000, J. Biomol. Screen.
5, 23-30, PMID 10841597).

Los compuestos identificados de acuerdo con la presente invencidn pueden ser optimizados adicionalmente (opti-
mizacién mas sobresaliente). Esta optimizacion posterior de tales compuestos se acelera a menudo debido a la infor-
macion de la relacién actividad-estructura (SAR) codificada en estas bibliotecas de generacién mds sobresaliente. La
optimizacion mds sobresaliente es a menudo facilitada debido a la fécil aplicabilidad de métodos de quimica de alto
rendimiento (HTC) para examinar con mds detalle la sintesis.

Un ejemplo de tal biblioteca y optimizacién mas sobresaliente es descrita en Wakeling A. E., Barker A. J., Davies
D. H,, Brown D. S., Green L. R., Cartlidge S. A., Woodburn J. R. Specific inhibition of epidermal growth factor
receptor tyrosine kinase by 4-anilinoquinazolines. Breast Cancer Res Treat. 1996; 38(1): 67-73.

La invencidn describe ademds un método para la preparacion de una composicién farmacéutica que comprende las
etapas de

a) identificar un compuesto que interactie con LRRK2 como se describié anteriormente, y
b) formular el compuesto que interactia con una composicién farmacéutica.

Por lo tanto, la invencién describe un método para la preparaciéon de composiciones farmacéuticas, que pueden
ser administradas a un individuo en una cantidad efectiva. La sustancia terapéutica puede ser sustancialmente pura.
El individuo a ser tratado puede ser un animal, incluyendo, pero sin limitarse a animales tales como vacas, cerdos,
caballos, gallinas, gatos, perros, etc., y puede ser un mamifero, por ejemplo un mamifero humano o no humano.

En general, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden una cantidad terapéuticamente
efectiva de una sustancia terapéutica, y un portador farmacéuticamente aceptable. En una modalidad especifica, el
término “farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno estatal o Fede-
ral o estar enlistado en la Farmacopea Estadounidense o en otras farmacopeas generalmente reconocidas para uso en
animales, y mds particularmente, en humanos. El término “portador” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipien-
te, o vehiculo con el cual se administra la sustancia terapéutica. Tales portadores farmacéuticos pueden ser liquidos
estériles, tales como agua y aceites, incluidos aquellos de origen en el petrdleo, de origen animal, vegetal o sintético,
incluyendo pero sin limitarse a aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. El
agua es un portador preferido cuando la composicién farmacéutica se administra en forma oral. La dextrosa acuosa y
la solucién salina son portadores preferidos cuando la composicidn farmacéutica se administra en forma intravenosa.
Las soluciones salinas y la dextrosa acuosa y las soluciones de glicerol se emplean preferiblemente como portadores li-
quidos para soluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen almidén, glucosa, lactosa,
sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, yeso, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro
de sodio, leche descremada deshidratada, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composicion, si se
desea, puede contener también cantidades menores de agentes emulsificantes y de humectacién, o agentes amortigua-
dores de pH. Estas composiciones pueden tomar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, tabletas, pildoras,
cépsulas, polvos, formulaciones de liberacidn prolongada y similares. La composicién se puede formular como un
supositorio, con aglomerantes tradicionales y portadores tales como triglicéridos. La formulacién oral puede incluir
portadores estandar tales como grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina
sddica, celulosa, carbonato de magnesio, etc. Los ejemplos de portadores farmacéuticos adecuados estdn descritos en
“Remington’s Pharmaceutical Sciences” por E. W. Martin. Tales composiciones contendrdn una cantidad terapéutica-
mente efectiva de la sustancia terapéutica, preferiblemente en forma purificada, junto con una cantidad adecuada de
portador para proveer la forma para una administracion adecuada para el paciente. La formulacidn debe adaptarse al
modo de administracion.

En una modalidad preferida, se formula la composicion, de acuerdo con procedimientos de rutina, como una com-
posicioén farmacéutica adaptada para administracion intravenosa para seres humanos. Tipicamente, las composiciones
para administracién intravenosa son soluciones en amortiguador acuoso isoténico estéril. Si fuera necesario, la com-
posicién puede incluir también un agente de solubilizacién y un anestésico local tal como lidocaina para disminuir el
dolor en el sitio de la inyeccion. Generalmente, los ingredientes se suministran ya sea en forma separada o mezclados
juntos en una forma unitaria de dosificacion, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o un concentrado libre de
agua en un contenedor herméticamente sellado tal como una ampolleta o bolsita que indica la cantidad de agente
activo. Cuando se administra la composicién por medio de infusion, puede ser dispensada con una botella de infusién
que contiene agua o solucién salina estéril grado farmacéutico. Cuando se administra la composicién por medio de in-
yeccion, se puede suministrar una ampolleta de agua o solucidn salina estéril para inyeccion para que los ingredientes
puedan ser mezclados antes de su administracion.

Las sustancias terapéuticas de la invencién se pueden formular en forma neutra o de sales. Las sales farmacéuti-
camente aceptables incluyen a aquellas formadas con grupos carboxilo libres tales como aquellas derivadas de dcidos
clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc., aquellas formadas con grupos amino libres tal como aquellas de-
rivadas de isopropilamina, trietilamina, 2-atilamino etanol, histidina, procaina, etc., y aquellas derivadas de hidréxidos
de sodio, potasio, amonio, calcio y férricos, etc.
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La cantidad de la sustancia terapéutica de la invencidn que serd efectiva en el tratamiento de un trastorno particular
o condicién dependerd de la naturaleza del trastorno o la condicién, y se puede determinar por medio de técnicas clini-
cas estdndar. Ademads, se pueden emplear opcionalmente ensayos in vitro para ayudar a identificar los rangos 6ptimos
de las dosis. La dosis precisa que va a ser empleada en la formulacién dependerd también de la ruta de administracion,
y de la gravedad de la enfermedad o trastorno, y debe ser decidida de acuerdo con el juicio de la persona tratante
y de las circunstancias de cada paciente. Sin embargo, los rangos adecuados de las dosis para administracién intra-
venosa estdn generalmente alrededor de 20-500 microgramos de compuesto activo por kilogramo de peso corporal.
Los rangos adecuados de las dosis para administracion intranasal estdn generalmente alrededor de 0,01 pg/kg de peso
corporal hasta 1 mg/kg de peso corporal. Las dosis efectivas se pueden extrapolar a partir de las curvas de respuesta a
las dosis derivadas de sistemas de andlisis in vitro con modelos animales. En general, los supositorios pueden contener
ingrediente activo en el rango de 0,5% hasta 10% en peso; las formulaciones orales contienen preferiblemente 10% a
95% de ingrediente activo.

Se conocen diferentes sistemas de suministro y se los puede utilizar para administrar una sustancia terapéutica de
la invencidn, por ejemplo, encapsulacion en liposomas, microparticulas, y microcdpsulas: el uso de células recombi-
nantes capaces de expresar la sustancia terapéutica, el uso de endocitosis mediada por el receptor (por ejemplo, Wu
and Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262: 4429-4432); la construccién de un 4cido nucleico terapéutico como parte de un
vector retroviral u otro vector, etc. Los métodos de introduccién incluyen, pero no se limitan a las rutas intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutdnea, intranasal, epidural y oral. Los compuestos se pueden admi-
nistrar por medio de cualquier ruta convencional, por ejemplo por infusion, por inyecciéon de bolos, por absorcién a
través de los revestimientos epitelial o mucocutdneo (por ejemplo, mucosa oral, rectal e intestinal, etc.), y se pueden
administrar junto con otros agentes bioldgicamente activos. La administracién puede ser sistémica o local. Ademds,
puede ser deseable introducir las composiciones farmacéuticas de la invencién en el sistema nervioso central por me-
dio de cualquier ruta adecuada, incluida inyeccién intraventricular e intratecal; la inyeccion intraventricular se puede
facilitar por medio de un catéter intraventricular, por ejemplo, unido a un depdsito, tal como depésito de Ommaya.
También se puede emplear administracién pulmonar, por ejemplo, por medio del uso de un inhalador o nebulizador, y
formulacién con un agente formador de aerosol.

En una modalidad especifica, puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas de la invencién
en forma local en el 4rea que requiere del tratamiento. Esto se puede lograr, a manera de ejemplo y no de una forma
limitante, por medio de infusién local durante una cirugia, aplicacién tépica, por ejemplo, junto con un apésito después
de una cirugia, por medio de una inyeccién, por medio de un catéter, por medio de un supositorio, o por medio de
un implante, siendo dicho implante de un material poroso, no poroso o gelatinoso, incluidas membranas, tales como
membranas sildsticas, o fibras. En una modalidad, puede hacerse la administracién por medio de inyeccion directa en
el sitio (o en el sitio antiguo) de un tumor maligno o neoplasico o tejido preneoplasico.

En otra modalidad, la sustancia terapéutica se puede suministrar en una vesicula, en particular un liposoma (Langer,
1990, Science 249: 1527-1533).

En atin otra modalidad, la sustancia terapéutica se puede suministrar a través de un sistema de liberacién controlada.
En una modalidad, se puede utilizar una bomba (Langer, ver mds arriba). En auin otra modalidad, se puede colocar
un sistema de liberacion controlada cerca del objetivo terapéutico, esto es, el cerebro, requiriéndose por lo tanto
Unicamente una fraccién de la dosis sistémica.

La invencién se relaciona ademds con un método para la purificacién de LRRK2, que comprende las etapas de:
a) proveer una preparacion de proteina que contiene LRRK?2,

b) poner en contacto la preparacién de proteina con el ligando 91 de indol inmovilizado sobre un soporte
s6lido bajo condiciones que permitan la formacién de un complejo de ligando 91 de indol-LRRK2, y

c) separar LRRK?2 del ligando 91 de indol-LRRK?2.

Como se menciond anteriormente, sorprendentemente se ha encontrado que el ligando 91 de indol es un ligando
de LRRK?2. Esto permite métodos eficientes de purificacién de LRRK2.

Con respecto a LRRK2, la preparacién de proteina que contiene LRRK2, las condiciones para poner en contacto
al ligando 91 de indol, el ligando 91 de indol inmovilizado, el complejo del ligando 91 de indol-LRRK?2, la separacién
de LRRK2 del ligando 91 de indol inmovilizado, y la deteccién de LRRK2 o la determinacién de su cantidad, las
modalidades como se defini6 anteriormente para los métodos de identificacion de la invencién también aplican para el
método de purificacién de la invencion.

En una modalidad preferida, el método de purificacion de la invencion comprende ademds después de la etapa c),
la identificacién de las proteinas que son capaces de enlazar se a LRRK?2. Esto es especialmente interesante cuando la
formacién del complejo se lleva acabo bajo condiciones esencialmente fisiol6gicas, ya que luego es posible preservar
la condicién natural de la enzima que incluye la existencia de compafieros de enlazamiento, subunidades de enzima o
modificaciones postraduccionales, que luego pueden ser identificados con la ayuda de espectrometria de masas (MS).
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En consecuencia, en una modalidad preferida, el método de purificacién de la invencién comprende ademads des-
pués de la etapa c), la determinacién de si LRRK2 es modificada postraduccionalmente.

La invencion se relaciona ademds con el uso del ligando 91 de indol para la identificacién de los compuestos que
interactdan con LRRK?2 y para la purificacién de LRRK?2. Las modalidades tal como se las definié anteriormente
también aplican a los usos de la invencidn.

La invencidn se ilustra adicionalmente por medio de las siguientes figuras y ejemplos, que no son considerados
como limitantes para el alcance de la proteccion conferida por las reivindicaciones de la presente solicitud.

Corta descripcion de las figuras
Figura 1
Estructura del ligando 91 de indol enlazable

La figura muestra la estructura del ligando 91 de indol enlazable. Se puede utilizar el grupo amino primario libre
para el acoplamiento covalente con un material sélido de soporte.

Figura 2
Experimento pulldown de un farmaco con ligando 91 de indol inmovilizado

La figura muestra la ilustracion de un gel de proteina después de coloraciéon con azul de Coomassie. Se eluyeron
las proteinas enlazadas al ligando 91 de indol inmovilizado con amortiguador para muestras SDS y se analizé por
medio de electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Se cortaron las dreas indicadas del gel como
rebanadas de gel y se sometieron las proteinas a andlisis por medio de espectrometria de masas. La posicién de la
banda que contenia LRRK?2 es una muestra O1 en la parte superior del gel entre 00b y Ola.

Figura 3
Péptidos identificados de LRRK2

Los péptidos que fueron identificados por medio de andlisis de espectrometria de masas de la secuencia LRRK?2
de ratén (IP100227565.2, 2527 aminodcidos) estan subrayados.

Ejemplo 1
Sintesis del ligando 91 de indol enlazable

Sintesis del ligando 91 de indol: Acido 5-[5-fluoro-2-ogo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil ]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxilico (3-amino-propil)-amida

Etapa 1
5-Fluoro-1,3-dihidro-indol-2-ona

Se calentd una solucién de S5-fluoroisatina (1 g) en hidrato de hidrazina (55%, 10 ml) a 110°C durante 30 minutos.
Una vez que la suspensién ha entrado en solucidn, se calenté la reaccién a 110°C durante 4 horas, luego se enfrié a
0°C. Se filtr6 el precipitado y se lavé con agua. Se suspendio el s6lido en agua (10 ml), se disminuy6 el pH hasta 2 por
medio de la adicién de HCI concentrado, y se agité la solucidn a temperatura ambiente durante 5 horas. Se recogi6 el
precipitado, se lavé el sélido con agua (2x15 ml) y se lo secé en un horno al vacio a 40°C (0,26 g, 30%). RMN de 'H
(400 MHz, DMSO-dy) 6 10.2 (s, 1H); 6.8-7.0 (dd, 2H); 6.6 (m, 1H); 3.2 (s, 2H); LCMS: método D, RT = 1,736 min,
[MH* = 152].

Etapa 2

Acido {3-[(5-Formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbonil)-amino ]-propil }-carbdmico tert-butil éster

A una solucién de dcido 5-formil-2,4-dimetil- 1 H-pirazol-3-carboxilico (0,300 g, 1,79 mmol), N-(3-Dimetilamino-
propil)-N’-etilcarbodiimida (0,516 g, 2,69 mmol), hidrato de 1-Hidroxibenzotriazol (0,364 g, 2,69 mmol), trietilamina
(0,502 ml, 3,56 mmol) en dimetilformamida (3 ml) se le afiadi6 N-Boc-1,3-diaminopropano (0,375 ml, 2,15 mmol).
Se agit6 la solucién a temperatura ambiente durante 15 horas. Se afiadié una mezcla de salmuera (1,5 ml), agua (1,5
ml) y bicarbonato de sodio acuoso saturado (1,5 ml) y se ajusté el pH de la soluciéon en 12 por medio de la adicién
de hidréxido de sodio 10 N. Se extrajo la solucion 3 veces con una mezcla de diclorometano:Metanol (9:1). Se secé
la capa orgénica con sulfato de magnesio anhidro. Se removi6 el solvente y se purificd el residuo por medio de cro-
matografia flash (Hexano: Acetato de etilo (50 a 100%)) para producir el compuesto deseado como un sélido de color
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amarillo (0,30 g, 52%). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dy) § 11.90 (s, 1H); 9.50 (s, 1H); 7.50 (m, 1H); 6.90 (m, 1H);
3.20 (g, 2H); 3.00 (g, 2H); 2.30 (s, 3H); 2.20 (s, 3H); 1.60 (m, 2H); 1.40 (s, 9H). LCMS: método D, RT = 2,103 min,
[M+Na* = 346], y [M-Boc+Na* = 246].

Etapa 3

Ester tert-butilico del dcido [3-({5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenemetil |- 2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-
carbonil}-amino)-propil |-carbdamico

Se calent6 una solucion del éster tert-butilico del dcido {3-[(5-Formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbonil)-amino]-
propil }-carbamico (0,200 g, 0,62 mmol) y 5-Fluoro-1,3-dihidro-indol-2-ona (0,011 g, 0,62 mmol), pirrolidina (0,003
ml) en etanol (2 ml) a 78°C durante 3 horas. Se enfrid la reaccion a 0°C, se filtr6 el precipitado resultante y se lavé con
etanol frio. Se suspendié el producto en etanol (4 ml) y se agité a 72°C durante 30 minutos. Se filtré la reaccién, se
seco el precipitado en un horno al vacio a 40°C para producir el compuesto deseado como un sélido (0,265 g, 94%).
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dy) 6 13.8 (s, 1H); 11.00 (s, 1H); 7.80 (m, 2H); 7.70 (m, 1H); 7.0 (m, 1H); 6.9 (m,
2H); 3.30 (q, 2H); 3.10 (q, 2H); 2.50 (dd, 6H) 1.60 (m, 2H)); 1.40 (s, 9H). LCMS: método D, RT = 2,86 min, [M+Na*
=479], y [M-Boc+Na* = 379].

Etapa 4

Acido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenemetil |-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-pro-
pil)-amida

Se suspendi6 el éster tert-butilico del dcido [3-({5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenemetil]-2,4-di-
metil-1H-pirrol-3-carbonil }-amino)-propil]-carbdmico en metanol. Se afiadieron 2 ml de HCI (4 N) en dioxano y se
agitd la reaccidn a temperatura ambiente durante la noche. Se removié el solvente para producir el compuesto deseado
(0,098 g, 91 %). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) 6 13.8 (s, 1H); 11.00 (s, 1H); 7.90-7.70 (m, 5H); 6.9 (m, 2H);
3.30 (g, 2H); 2.80 (g, 2H); 2.50 (dd, 6H) 1.80 (m, 2H). LCMS: no concluyente debido a la fluorescencia.

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo bajo una atmdsfera inerte. Se obtuvieron los espectros de RMN sobre
un Bruker dpx400. Se llevé a cabo la LCMS sobre un Agilent 1100 utilizando una columna 5P de 4,6 mm x 150 mm,
zorbax SBC-18 o una columna Small: ZORBAX® SB-C 18, 4,6 x 75 mm, de 3,5 micrones (“columna corta”). El flujo
de columna fue de 1 ml/min y los solventes utilizados fueron agua y acetonitrilo (TFA al 0,1%) con un volumen de
inyeccién de 10 ul. Las longitudes de onda fueron 254 y 210 nm. A continuacién se describen los métodos.

TABLA 1

Métodos analiticos

Método | Nombre del Método | Nombre del Método [Velocidad | Solvente Tiempo de
de Facil Acceso de ChemStation de Flujo Ejecucién
A Analitico positivo ANL_POS7.M l mVmin | 0-2,5 min 7 min
7 mn 5-95% MeCN
2,5-6 min
95% MeCN
B Analitico positivo ANAL_POSM I mUmin | 0-11 min 15 min
I6n 5-95% MeCN
11-13 min
95% MeCN
C Inyeccién de bucle, I mVmin | 95% MeCN 1 min
Positivo
D Analftico positivo ANL Positivo I mU/min | 0-4,5 min 5 min
16n Columna corta 30-95% MeCN
E Analitico pH Alto Analitico pH Alto 3mUmin | 0a8min 10 min
5-95% MeCN
8 a9 min
95% MeCN
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TABLA 2

Abreviaturas utilizadas en protocolos de quimica

ac. acuoso
D doblete
DMSO | dimetil sulféxido
G gramo
HCI Acido clorhidrico
HPLC cromatografia liquida de alta resolucién
LCMS cromatografia liquida - espectrometria de masas
M multiplete
min minuto
mmol milimol
N Normal
RMN resonancia magnética nuclear
Q cuarteto
RT tiempo de retencion
S singlete
sat saturado
T triplete
Ejemplo 2

Pulldown de un fdarmaco con ligando 91 de indol inmovilizado e identificacion de LRRK?2

Este ejemplo demuestra el uso del ligando ligando 91 de indol inmovilizado para la identificacién de LRRK2 a
partir de lisado de cerebro de ratén. Las proteinas que se enlazan al ligando 91 de indol inmovilizado fueron identifica-
das utilizando un procedimiento quimico de proteémica. Se purificaron las proteinas de enlazamiento sobre una resina
a la cual se habia unido covalentemente ligando 91 de indol. Se eluyeron las proteinas enlazadas y posteriormente
se las separ6 por medio de electroforesis sobre gel de poliacrilamida con SDS (ver la Figura 2), se cortaron bandas
adecuadas de gel y se analizaron las proteinas por medio de espectrometria de masas LC-MS/MS.

Los resultados muestran que se puede utilizar ligandos 91 de indol inmovilizado para enriquecer y caracterizar
LRRK?2 a partir de lisados de cerebro de ratén. Los doce péptidos de LRRK?2 identificados por medio de espectrometria
de masas estdn enlistados en la Tabla 4.

1. Inmovilizacion de compuestos gamine de molécula pequeiia

Se equilibré Sefarosa 4 de Flujo Rapido activada con NHS (Amersham Biosciences, 17-0906-01) DMSO anhidro
(Dimetilsulféxido, Fluka, 41648, H20 <= 0,005%). Se colocé 1 ml de bolitas sedimentadas en un tubo Falcon de 15
ml, se afiadié una solucién patrén del compuesto (usualmente 100 mM en DMF o DMSO) (concentracién final 0,2-2
pumol/ml de granulos) asi como 15 ul de TEA. Se incubaron las bolitas a temperatura ambiente en la oscuridad sobre
un agitador tipo end-over-end (agitador de Wagner) (Roto Shake Genie, Scientific Industries Inc.) durante 16-20 horas.
Se determine la eficiencia del acoplamiento por medio de HPLC. Se bloquearon los grupos que no reaccionaron con
NHS por medio de incubacién con aminoetanol a temperatura ambiente sobre el agitador tipo end-over-end durante la
noche. Se lavaron las bolitas con 10 ml de DMSO. Se almacenaron las bolitas lavadas en isopropanol a 4°C.

2. Preparacion de lisados celulares

Se homogeniz6 tejido de cerebro de ratén en un homogenizador Potter S (5 ml por cerebro): Tris-HCI 50 mM,
1% CHAPSO, glicerol al 5%, NaCl 150 mM, MaCl, 1,5 mM, NaF 25 mM, vanadato de sodio 1 mM, DTT 1 mM,
pH 7.,5. Se afiadi6 una tableta completa libre de EDTA (coctel inhibidor de proteasa, Roche Diagnostics, 1 873 580)
por 25 ml de amortiguador. El material fue homogenizado 10x utilizando un homogenizador mecanizado POTTER S,
transferido a tubos Falcon de 50 ml, incubado durante 30 minutos sobre hielo y centrifugado durante 10 min a 20.000
g a4°C (10.000 rpm en Sorvall SLA600, preenfriada). Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo de policarbonato de una
ultracentrifuga (UZ) (Beckmann, 355654) y se lo centrifugé durante 1 hora a 100.000 g a 4°C (33.500 rpm en Ti50.2,
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preenfriada). Se transfirié nuevamente el sobrenadante a un tubo Falcon fresco de 50 ml, se determiné la concentracién
de protefna por medio de un ensayo de Bradford (BioRad) y se prepararon muestras que contienen 50 mg de proteina
por alicuota. Se utilizaron inmediatamente las muestras para los experimentos o se las congeld en nitrégeno liquido y
almacené congeladas a -80°C.

3. Experimento pull-down del compuesto

Se equilibraron las bolitas de Sefarosa con compuesto inmovilizado (100 ul de bolitas por experimento de pull-
down) en amortiguador de lisis y se incub6 con una muestra de lisado celular que contenia 50 mg de proteina sobre un
agitador end-over-end (Roto Shake Genie, Scientific Industries Inc.) durante 2 horas a 4°C. Se recolectaron las bolitas,
se las transfirié a columnas Mobicol (MoBiTech 10055) y se lavé con 10 ml de amortiguador de lisis que contenia
detergente al 0,5% (NP40), seguido por 5 ml de amortiguador de lisis con detergente al 0,25%. Para eluir la proteina
enlazada, se afadieron 60 ul 2 x SDS de amortiguador para muestra, se calento la columna durante 30 minutos a 50°C
y se transfirid el eluato a un tubo de micréfuga para centrifugacion. Se separaron luego las proteinas por medio de
electroforesis en poliacrilamida - SDS (SDS-PAGE).

4. Identificacion de Proteina por medio de Espectrometria de Masas
4.1 Digestion de la proteina antes del andlisis espectrométrico de masas

Se redujeron las proteinas separadas del gel, se las alquil6 y digirié en gel siguiendo esencialmente el procedi-
miento descrito por Shevchenko y colaboradores, 1996, Anal. Chem. 68: 850-858. En resumen, se cortaron del gel las
proteinas separadas del mismo utilizando un escalpelo limpio, se las redujo utilizando DTT 10 mM (en bicarbonato de
amonio 5 mM, 54°C, 45 min) y posteriormente se las alquilé con yodoacetamida 55 mM (en bicarbonato de amonio)
a temperatura ambiente en la oscuridad (30 minutos). Se digirieron las proteinas alquiladas y reducidas en gel con
tripsina de porcino (Promega) con una concentracién de proteasa de 12,5 ng/ul en bicarbonato de amonio 5 mM. Se
permitié que continuara la digestion durante 4 horas a 37°C y se detuvo posteriormente la reaccién utilizando 5 ul de
acido férmico 5%.

4.2 Preparacion de la muestra antes del andlisis por espectrometria de masas

Se extrajeron trozos de gel dos veces con 20 ul de TFA al 1% y se los reuni6 con sobrenadantes digeridos acidifi-
cados. Se secaron las muestras en una centrifuga de vacio y se las resuspendié en 13 ul de TFA al 1%.

4.3. Adquisicion de datos de espectrometria de masas

Se inyectaron muestras de péptido en un sistema LC nano (CapLC, Waters o Ultimate, Dionex) que fue acoplado
directamente ya sea a un cuadrupolo TOF (QTOF2, QTOF Ultima, QTOF Micro, Micromass) o a un espectrémetro
con trampa de iones (LCQ Deca XP). Se separaron los péptidos sobre el sistema de LC utilizando un gradiente de
solventes orgdnicos y acuosos (ver mas adelante). El solvente A era 5% de acetonitrilo en dcido férmico al 0,5% y el
solvente B era 70% de acetonitrilo en acido férmico al 0,5%.

TABLA 3

Los péptidos que eluyen fuera del sistema de LC fueron parcialmente secuenciados
dentro del espectrometro de masas

Tiempo (min) % de solvente A | % de solvente B
0 95 5

3,33 92 8

35 50 50

36 20 80

40 20 80

41 95 5

50 95 5

4.4. Identificacion de proteina

La masa del péptido y los datos de la fragmentacion generados en los experimentos con LC-MS/MS fueron uti-
lizados para consulta FASTA de proteina formateada y bases de datos de secuencia de nucle6tidos mantenidas y
actualizadas regularmente en el NCBI (para los genomas NCBInr, dbEST y humano y de ratén) y en el European
Bioinformatics Institute (EBI, para las bases de datos del proteoma de humano, ratén, D. melanogaster y C. elegans).
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Se identificaron las proteinas por medio de la correlacién de la masa medida del péptido y los datos de fragmentacién
con los mismos datos computados a partir de las entradas en la basa de datos utilizando la herramienta de soft-
ware Mascot (Matrix Science; Perkins y colaboradores, 1999. Probability-based protein identification by searching
sequence databases using mass spectrometry data. Electrophoresis 20, 3551-3567). Los criterios de bisqueda variaron
dependiendo del espectrometro de masas se utilizara para los analisis.

TABLA 4

Identificacion del péptido por medio de espectrometria de masas de LRRK?2 de cerebro
de raton (Experimento P11927B)

Numero del péptido | Posicién del péptido | Secuencia del péptido
1 172 - 180 YSANDEVQK

2 454 - 466 HAHAPEVAESGCK
3 553 - 561 FIGNPGIQK

4 630 - 637 ILASTLQR

5 740 - 751 GATSLIYQVCEK

6 782 - 792 GDSQVISLLLR

7 832 - 841 QTNTGSVLAR

8 1016 - 1035 LELHQNSLTSFPQQLCETLK
9 1712 - 1723 LLEISPFMLSGR

10 1765- 1771 ITVPSC

11 2031 - 2039. TSEGTPGFR

12 2046 - 2413 HQLSYSGR

Ejemplo 3
Ensayo de seleccion para la identificacion de compuestos que interactiian con LRRK2

Este ejemplo describe un ensayo de enlazamiento competitivo en el cual se afiaden directamente los compuestos
de prueba en un lisado celular. Se afiaden los compuestos de prueba y la matriz de afinidad con el ligando 91 de
indol inmovilizado a las alicuotas de lisado y se permite que se enlacen con las proteinas contenidas en la muestra
de lisado. Después del periodo de incubacién se separan las bolitas con las proteinas capturadas del lisado. Se eluyen
luego las proteinas enlazadas y se detecta la presencia de LRRK2 en el eluato y se cuantifica utilizando un anticuerpo
especifico en un procedimiento de transferencia puntual y el sistema de deteccion infrarroja de Odyssey. Por medio del
uso de diferentes concentraciones del compuesto de prueba se genera una curva de respuesta a la dosis. Informacién
experimental adicional esta descrita en WO 2006/134056.

Lavado de la matriz de afinidad

Se lava dos veces la matriz de afinidad como se describe en el ejemplo 1 con amortiguador 1x DP que contiene
NP40 al 0,4% y luego se resuspende en amortiguador 1x DP que contiene NP40 al 0,4% (suspensién de bolitas al
20%).

TABLA 5

Preparacion de amortiguador 5x DP

Sustancia: Solucién Concentracién final en Afiadir para amortiguador
patrén amortiguador de lisis 1x de lisis 115x
Tris/HCI pH 7,5 1M 50 mM 250 ml
Glicerol 87% 5% 288 ml
MgCl, IM 1,5 mM 7,5 ml
NaCl SM 150 mM 150 ml
Na;VO, 100 mM 1 mM 50 ml
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Se filtra el amortiguador DP (5x) concentrado cinco veces a través de un filtro de 0,22 ym y se almacena a -80°C.
Con el propésito de obtener amortiguador 1x DP, se diluye el amortiguador 5x DP 1:5 con agua destilada. Se obtienen
soluciones patrén de los siguientes proveedores: Tris/HCI 1,0 M pH 7,5 (Sigma, T-2663), Glicerol al 87% (Merck,
catdlogo nimero 04091.2500); MgCl, 1,0 M (Sigma, M-1028); NaCl 5,0 M (Sigma, S-5150).

Preparacion de los compuestos de prueba

Se preparan soluciones patrén de los compuestos de prueba en DMSO correspondiente a una concentracién 100
veces mayor comparada con la concentracion final deseada de prueba (por ejemplo se prepara una solucion patrén de
400 uM para una concentracién de prueba final de 4 uM). Este esquema de dilucidn resulta en una concentracion final
en DMSO del 1% en el ensayo. Para los experimentos de control (sin compuesto de prueba) se utiliza un amortiguador
que contiene DMSO al 1% de tal manera que todas las muestras contengan DMSO al 1%.

Preparacion y dilucion de lisado celular

Se prepara el lisado celular como se describe en el ejemplo 2. Para un experimento tipico se descongela una alicuota
de lisado que contiene 50 mg de proteina en un bafio de agua a 37°C y luego se lo mantiene a 4°C. Al lisado se le anade
un volumen de amortiguador 1x DP de tal manera que se logre una concentracién final de NP40 del 0,4%. Luego, se
afiade 1/50 del volumen final de una solucién de inhibidor de proteasa concentrado 50 veces (1 tableta de inhibidor de
proteasa disuelta en 0,5 ml de amortiguador 1x DP que contiene NP40 al 0,4%; coctel del inhibidor de proteasa en una
tableta libre de EDTA de Roche Diagnostics, catdlogo nimero 41647). Se diluye adicionalmente el lisado afiadiendo
amortiguador 1x DP que contiene NP40 al 0,4% para lograr una concentracién final de proteina de 5 mg/ml.

Incubacion de lisado con compuesto de prueba y matriz de afinidad

Se dispensa un volumen de 100 ul de lisado diluido en cada pozo de una placa filtrante de 96 pozos. Luego se
afiaden 1,5 ul del compuesto de prueba diluido en DMSO. Para reacciones de control se utiliza un compuesto de
prueba sin DMSO. Luego, se afiaden 50 ul de matriz de afinidad (suspension al 20%) por pozo. Se incuba la placa
durante dos horas a 4°C sobre un agitador. Se lava la placa utilizando un instrumento colector de vacio (Millipore,
MAVM 096 OR). Se lava cada pozo cuatro veces con 400 ul de amortiguador 1x DP que contiene NP-40 al 0,4% y dos
veces con 400 ul de amortiguador 1x DP que contiene NP-40 al 0,2%.

Para elucidn, se coloca la placa filtrante sobre una placa de recoleccién y se afiaden 40 ul de amortiguador para
muestra 2x (Tris HC1 100 mM, pH 6,8; SDS al 4%; glicerol al 20%; azul de Bromofenol al 0,02%) con DTT (concen-
tracion final 50 mM) a cada pozo. Se incuban las placas durante 30 minutos a temperatura ambiente sobre un agitador
(750 rpm sobre un Termomezclador, Eppendorf). Posteriormente se centrifugan las placas durante 2 minutos a 1100
rpm (centrifuga Heraeus) y se recoge el eluato en los pozos de la placa de recoleccion.

Deteccion y cuantificacion de LRRK?2 eluida

Se detecta la proteina LRRK?2 en los eluatos y se cuantifica por medio de un procedimiento de transferencia pun-
tual utilizando un primer anticuerpo dirigido contra LRRK2 (Santa Cruz Biotechnolgy, Santa Cruz, CA, EUA) y un
anticuerpo secundario marcado en forma fluorescente (IRDye™ 800 antiratén, de Rockland, 610-732-124). Se opera
el sistema Infrarrojo de Formacién de Imagenes de Odyssey de LI-COR Biosciences (Lincoln, Nebraska, EUA) de
acuerdo con las instrucciones suministradas por el fabricante (Schutz-Geschwendener y colaboradores, 2004. Quanti-
tative, two-color Western blot detection with infrared fluorescence. Publicado en Mayo 2004 por LI-COR Biosciences,
www.licor.com).

Se utiliza el aparato de transferencias puntuales de acuerdo con las instrucciones del proveedor (aparato de mi-
crofiltracion Bio-Dot, BioRad 170-65). Se tratan membranas de nitrocelulosa (BioTrace NT Nitrocellulose, PALL
BTNT30R) con etanol al 20% y posteriormente se las lava con amortiguador 1x PBS. Se aplican 30 ul por punto de
muestra de eluato.

Para la detecciéon de LRRK2 se bloquean primero las membranas por medio de incubacién con amortiguador de
bloqueo de Odyssey (LICOR, 927-40000) durante una hora a temperatura ambiente. Se incuban luego las membranas
bloqueadas durante 16 horas a 4°C con el anticuerpo anti-LRRK?2 que se diluye en amortiguador de bloqueo de
Odyssey que contiene Tween-20 al 0,2%. Después de lavar la membrana cuatro veces con amortiguador 1x PBS que
contiene Tween 20 al 0,1% se incuba la membrana durante 40 minutos con el anticuerpo de deteccién (IRDye™ 800
antiratén de Rockland, 610-732-124) diluido en amortiguador de bloqueo de Odyssey que contiene Tween-20 al 0,2%.
Después de eso se lava la membrana cuatro veces durante cinco minutes cada vez con amortiguador 1x PBS/Tween
20 al 0,1% y una vez durante 5 minutos con amortiguador 1x PBS. Se mantiene la membrana en amortiguador PBS a
4°C y luego se hace un barrido con el instrumento de Odyssey y se registran las sefiales y se analizan de acuerdo con
las instrucciones del fabricante.
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Ejemplo 4
Ensayo de la quinasa de LRRK2

Este ejemplo describe un ensayo que se puede utilizar para determinar si un compuesto que interactia con LRRK?2
es un inhibidor de la quinasa de LRRK?2. El ensayo se lleva a cabo como se describié previamente (West y colabora-
dores, 2005. PNAS 102, 16842-16847).

Se clona ADNc de LRRK2 de longitud completa con una etiqueta del epitopo Myc dentro de un vector de expresion
de mamifero. Se transfecta transitoriamente el pldsmido de expresion dentro de células HEK-293T por medio del
uso del reactivo FuGENE 6.0 (Roche Applied Science) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se cultivan
células HEK-293T en medio Opti-MEM (Invitrogen) suplementado con FBS al 10%, penicilina (100 unidades/ml), y
estreptomicina (100 ug/ml). Para preparar proteina recombinante LRRK?2 para los ensayos de la quinasa, se recogen
las células HEK-293T en amortiguador de inmunoprecipitacién (Triton-X-100 al 0,5%, coctel inhibidor completo de
mini proteasa 1 x (Roche) en PBS) y se incuban los lisados a 4°C durante una hora seguido por centrifugacion a
17.500 x g durante 15 minutos. Se combina la fraccién de sobrenadante con Sefarosa 4 de Flujo Rapido con Proteina
G (Amersham Pharmacia Biotech) previamente acomplejada con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-c-myc (clon
9E10; Roche) seguido por incubacién durante la noche con rotacién del tubo. Se precipita el complejo de Sefarosa
con proteina G por medio de centrifugacion y se lava cinco veces con amortiguador suplementado con NaCl 500 mM
y una vez con amortiguador 1x PBS.

La proteina LRRK?2 etiquetada con Myc enlazada a sefarosa G se suspende nuevamente en amortiguador de quinasa
(Hepes 20 mM, pH 7,4; MgCl, 15 mM; EGTA 5 mM; fosfato de glicerol beta 20 mM) sobre hielo junto con proteina
bdsica de mielina biotinilada 25 uM (MBP; Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). La reaccién de la quinasa se
inicia por medio de la adicién de 0,5 uCi de [**P gama]ATP (Perkin Elmer) y ATP 15 uM. Se incuba la mezcla a 30°C
durante 15 minutos. Se coloca la reaccidn sobre hielo y se la termina por medio de la adicién de guanidina-HCI 2,5 M.
Se utiliza el kit universal de ensayo de la quinasa (Calbiochem) para cuantificar el radioisétopo incorporado en MBP
biotinilado por medio de la adicién de solucién de avidina (Calbiochem) a la reaccién y se incuba a 25°C durante 10
minutos. Se centrifuga la reaccién a 800 x g durante dos minutos y se coloca el sobrenadante sobre una columna que
contiene una membrana que enlaza avidina y se lava de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se mide la cantidad
incorporada de radiois6topo por medio de recuento de centelleo liquido.

Se determina la actividad de autofosforilacién de LRRK2 en una reaccién de quinasa como se describié anterior-
mente excepto porque no se afiade MBP. Se incuba la reaccién durante 15 minutos a 30°C y se la termina por medio
de la adicién de amortiguador para muestra de Laemmli que contiene 5% de 2-mercaptoetanol. Se calientan las reac-
ciones durante 10 minutos a 75°C y luego se las coloca sobre hielo. Después de una breve centrifugacion, se separan
las muestras (sobrenadantes) en un gel de Poliacrilamida-SDS al 6%, se transfiere a una membrana de poli-vinilidina-
difluoruro (PVDF) y se las expone a una pelicula BioMax (Kodak). Se prueba la membrana con un anticuerpo anti-
c-myc (9E10; Roche) para determinar la cantidad de LRRK2 en cada reaccién. Se cuantifican las bandas de autorra-
diografia y las transferencias tipo Western por medio del uso de IMAGEQUANT 5.0 normalizando asf la cantidad de
MBP fosforilado con la cantidad de LRRK2 en cada experimento.

Referencias citadas en la descripcion

Este listado de referencias citado por el solicitante es unicamente para conveniencia del lector. No forma parte
del documento europeo de la patente. Aunque se ha tenido gran cuidado en la recopilacion, no se pueden excluir los
errores o las omisiones y la OEP rechaza toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patente citados en la descripcion

e WO 02081466 A [0011] e WO 2006134056 A [0125]

e WO 2004006838 A [0012] e US 60782119 B [0139]
Literatura citada en la descripcion que no es de patente

e COOKSON. Annual Reviews in Biochemistry, 2005, vol. 74, 29-52 [0004]

¢ ABOU-SLEIMAN vy colaboradores, Nature Reviews Neuroscience, 2006, vol. 7, 207-219 [0005]

e PAISAN-RUIZ y colaboradores, Neuron, 2004, vol. 44, 595-600 [0006]

e ZIMPRICH y colaboradores, Neuron, 2004, vol. 44, 601-607 [0006]

e WEST y colaboradores, PNAS, 2005, vol. 102, 16842-16847 [0007] [0020] [0085] [0135]

e GLOECKNER Yy colaboradores, Hum. Mol. Genet., 2005, vol. 15, 223-232 [0007]
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e SMITH y colaboradores, PNAS, 2005, vol. 102, 18676-18681 [0008]
e GREGGIO y colaboradores, Neurobiol. Dis., 2006, vol. 23 (2), 329-341 [0009]
e TAYLOR y colaboradores, Trends in Molecular Medicine, 2006, vol. 12, 76-82 [0010] [0021] [0023]

e SUN y colaboradores, J. Med. Chem., 2003, vol. 46, 1116-1119 [0018]

e Purification of Organelles from Mammalian Cells. Current Protocols in Protein Science. Wiley [0026]
e Subcellular Fractionation of Tissue Culture Cells. Current Protocols in Protein Science. Wiley [0027]
e Production of Recombinant Proteins. Current Protocols in Protein Science. Wiley, 1995 [0030]

e Sample preparation for the extraction, isolation, and purification of Nuclei Acids. KARWA; MITRA. Sample
Preparation Techniques in Analytical Chemistry. Wiley, 2003 [0037]

e HOWARD R. PETTY. Current Protocols in Cell Biology. John Wiley & Sons, Inc, October 1998 [0043]
e SHEVCHENKQO vy colaboradores, Analytical Chemistry, 1996, vol. 68, 850-858 [0065]

e MANN y colaboradores, Analysis of proteins and proteomes by mass spectrometry, Annual Review of Bioche-
mistry, 2001, vol. 70, 437-473 [0065]

e WU y colaboradores, J. Proteome Res., 2006, vol. 5, 651-658 [0066]
e Immunology. Short Protocols in Molecular Biology. Wiley, 1999 [0071]
e ZHANG y colaboradores, Journal of Biological Chemistry, 2002, vol. 277, 43648-43658 [0072]

e BREINBAUER R; MANGER M; SCHECK M; WALDMANN H. Natural product guided compound library
development. Curr Med Chem., December 2002, vol. 9 (23), 2129-45 [0078]

e EDWARDS PJ; MORRELL AL Solid-phase compound library synthesis in drug design and development. Curr
Opin Drug Discov Devel, July 2002, vol. 5 (4), 594-605 [0078]

e MERLOT C; DOMINE D; CHURCH DJ. Fragment analysis in small molecule discovery. Curr Opin Drug
Discov Devel, May 2002, vol. 5 (3), 391-9 [0078]

¢ GOODNOW RA JR. Current practices in generation of small molecule new leads. J Cell Biochem, 2001, vol.
37, 13-21 [0078]

e MALLARI y colaboradores, A generic high-throughput screening assay for kinases: protein kinase A as an
example. Journal of Biomolecular Screeing, 2003, vol. 8, 198-204 [0084]
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JR. Specific inhibition of epidermal growth factor receptor tyrosine kinase by 4-anilinoquinazolines. Breast Cancer
Res Treat., 1996, vol. 38 (1), 67-73 [0090]

e WU; WU. J. Biol. Chem., 1987, vol. 262, 4429-4432 [0097]

e LANGER. Science, 1990, vol. 249, 1527-1533 [0099]

e SHEVCHENKQO vy colaboradores, Anal. Chem., 1996, vol. 68, 850-858 [0121]
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REIVINDICACIONES
1. Un método para la identificacién de un compuesto que interactia con LRRK?2, que comprende las etapas de:
a) proveer una preparacion de proteina que contenga LRRK2,

b) poner en contacto la preparacion de proteina con (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-iliden-
metil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) inmovilizada sobre un soporte sélido
bajo condiciones que permiten la formacién de un complejo de (dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-
(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK2,

¢) incubar al complejo de (4cido 5-[5-Fluoro-2-0x0-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-
3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK?2 con un compuesto dado, y

d) determinar si el compuesto es capaz de separar LRRK2 del (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-
(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida).

2. El método de la reivindicacién 1, en donde la etapa d) incluye la deteccién de LRRK2 o la determinacién de la
cantidad de LRRK2.

3. El método de la reivindicacion 2, en donde se detecta LRRK2 o se determina la cantidad de LRRK?2 por medio
de espectrometria de masas o de métodos de inmunodeteccion.

4. Un método para la identificacion de un compuesto que interactia con LRRK?2, que comprende las etapas de:
a) proveer una preparacion de proteina que contenga LRRK2,

b) poner en contacto la preparacién de proteina con (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-iliden-
metil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) inmovilizada sobre un soporte sélido
y con un compuesto dada que bajo condiciones que permitan la formacién de un complejo de (dcido
5-[5-Fluoro-2-0xo0-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil ]-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-pro-
pil)-amida)-LRRK2, y

c) detectar al complejo de (4dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil-1H-
pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK?2 formado en la etapa b).

5. El método de la reivindicacion 4, en donde en la etapa c) dicha deteccién se lleva a cabo por medio de la de-
terminacion de la cantidad del complejo de (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil-
1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK?2.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 4 6 5, en donde las etapas a) a c) se llevan a cabo con diferentes
preparaciones de proteina con el propdsito de analizar diferentes compuestos.

7. Un método para la identificacién de un compuesto que interactia con LRRK?2, que comprende las etapas de:
a) proveer dos alicuotas de una preparacion de proteina que contenga LRRK?2,

b) poner en contacto una alicuota con (4cido 5-[5-Fluoro-2-o0xo0-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dime-
til- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) inmovilizado sobre un soporte sélido bajo condiciones
que permitan la formacién de un complejo de (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenme-
til]-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilico(3-amino-propil)-amida)-LRRK2,

¢) poner en contacto la otra alicuota con (4cido 5-[5-Fluoro-2-o0xo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-
dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) inmovilizado sobre un soporte sélido y con un
compuesto dado bajo condiciones que permitan la formacion de un complejo de (dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-
1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK2,
y

d) determinar la cantidad de complejo de (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-
dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK2 formado en las etapas b) y c).

8. El método de la reivindicacién 7, en donde una cantidad reducida del complejo de (4dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-
1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK?2 formado en
la etapa ¢) en comparacidn con la etapa b) indica que LRRK2 es un objetivo del compuesto.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en donde la cantidad del complejo de (dcido 5-[5-Fluo-
ro-2-0x0-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK2 se
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determina por medio de la separacién de LRRK2 del (dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-
2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) y posterior determinacion de la cantidad de LRRK?2.

10. El método de la reivindicacién 9, en donde la cantidad de LRRK2 se determina por medio de espectrometria
de masas o métodos de inmunodeteccion.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, llevado a cabo como una seleccién de medio o de alto
rendimiento.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde dicho compuesto se selecciona del grupo
que consiste de compuestos sintéticos, o de farmacos orgédnicos sintéticos, mds preferiblemente fairmacos organicos de
molécula pequefia, y compuestos naturales de molécula pequefia.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el compuesto que interactia con LRRK2 es
un inhibidor de LRRK?2.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde se selecciona el soporte sélido del grupo
que consiste de agarosa, agarosa modificada, granulos de sefarosa (por ejemplo, sefarosa activada con NHS), latex,
celulosa, y particulas ferrosas o ferromagnéticas.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde el (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-
indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) estd covalentemente acoplado al
soporte sélido.

16. Un método para la purificacién de LRRK?2, que comprende las etapas de:
a) proveer una preparacion de proteina que contenga LRRK2,

b) poner en contacto la preparacién de proteina con (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-iliden-
metil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida) inmovilizada sobre un soporte sélido
bajo condiciones que permiten la formacién de un complejo de (dcido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-
(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-propil)-amida)-LRRK2, y

c) separar LRRK2 del (4cido 5-[5-Fluoro-2-0x0-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1H-pirrol-3-
carboxilico (3-amino-propil)-amida).

17. El método de la reivindicacién 16, que comprende ademads después de la etapa c) la identificacion de proteinas
que sean capaces de enlazarse a LRRK2.

18. El método de la reivindicacién 16, que comprende ademas después de la etapa c) la determinacién de modifi-
caciones postraduccionales de LRRK?2.

19. El método de cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, en donde después de la etapa c) ya sea la LRRK2
y/o las proteinas que son capaces enlazarse a LRRK2 se caracterizan por medio de espectrometria de masas o de
métodos de inmunodeteccion.

20. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el suministro de una preparacién de
proteina incluye las etapas de recolectar al menos una célula que contenga LRRK2 y lisar la célula.

21. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde las etapas de la formacion del com-
plejo de (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilico (3-amino-
propil)-amida)-LRRK2 se llevan a cabo condiciones esencialmente fisioldgicas.

22. El uso del (4cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- | H-pirrol-3-carboxilico
(3-amino-propil)-amida) para la identificacion de los compuestos que interactian con LRRK?2.

23. El uso del (4cido 5-[5-Fluoro-2-o0xo0-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenmetil]-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilico
(3-amino-propil)-amida) para la purificacién de LRRK2.
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Leu

Lys

Leu

Ser

ser

Pro

ser

ser

Thr

Lys

Ile

1010

Ser Phe
1025

Leu Asp
1040

Leu Lys
1055

Ile Gly
1070

Leu Lys
1085

Glu Asn
1100

Glu Gly
1115

Glu Leu
1130

Pro Gly
1145

Ala Arg
1160

Ile Thr
1175

Glu Ala
1190

His Asn
1205

Leu Asn
1220

Leu As
1235 P

tLeu His
1250

Gly Cys
1265

Pro

Leu

Met

Pro

GIn

Leu

Asn

Lys

ASp

Met

Ser

Ile

Asn

Leu

fPhe

Leu

Leu

GlIn

His

Pro

Thr

Leu

Ala

Lys

Ile

Phe

AsSn

Leu

phe

Ile

Arg

Ser

Ser

Glu

ES 2325797 T3

GIn

ser

Arg

val

Asn

Gln

Ile

teu

Leu

Phe

Lys

Ser

Glu

Glu

Glu

His

Asn

1015

Leu Cys
1030

Asn Lys
1045

Ile Thr
1060

val Leu
1075

Leu Ser
1090

val val
1105

Ser Gly
1120

Asn_ Leu
1135

Glu Ala
1150

Lteu Ala
1165

Leu Ser
1180

Leu Pro
1195

Bio -

teu Ile
1225

Asn Pro
1240

Asn Lys
1255 Y

Leu Thr
1270

Glu

Phe

Asn

Asp

Tyr

Glu

Ile

ser

Cys

Ala

GlIn

His

Pro

Phe

His

Leu

Ser

Thr

Thr

Leu

Pro

Asn

Lys

Cys

Lys

Ser

Met

Asn

Leu

Gly

Ser

val

Lys

Leu

Leu

Ser

ASp

Ala

GIn

Leu

Ser

ASn

Lys

Pro

Ser

Arg

Pro

Lys

Trp

Glu

AsSD

1020
Lys Cys Leu
1035 Y

Phe Pro Ser
1050

Ala Ser Arg
1065

Met Lys Cys
1080 y y
Leu Ser Ser
1095

Glu GIn Leu
1110

Pro Leu Ser
1125

His Ile Pro
1140

val Glu Ser
1155

Ala Leu Pro
1170

Phe Thr Cys
1185

Ser Leu ASp
1200

Ala His Trp
1215

Asn GIn Ile
1230

Ser Arg val
1245

Ile Pro Pro
1260

val Ser Tyr
1275

Ile

Phe

Asn

Pro

Ie

Leu

Leu

Ser

pPhe

Ser

Ile

Met

Lys

Ser

Glu

Glu

Asn
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Leu

Ile

Lys

GIn

Ile

Leu

val

Arg

Glu

Leu

Asp

ser

Glu

Leu

AsSn

Ile

val

Glu
1280

Trp
1295

His
1310

Ar
1325
val

1340

Met
1355

Gl
1370

Ar
1385

Glu
1400

Tyr
1415

Ala
1430

ser
1445

Lys
1460

Asn
1475

Ala
1490

Ile
1505

Gl
1520

Leu

ASp

val

Leu

Gly

Lys

e

Lys

Phe

Leu

Met

Pro

GIn

Lys

Thr

Asn

GIn

Arg

Leu

Gly

Lys

Asn

Met

Asp

Asp

Tyr

Ala

Lys

val

Arg

Arg

Glu

Glu

Leu

Ser

Pro

Cys

Lys

The

Lys

val

Leu

ser

val

Pro

Ile

Lys

Gly

Glu

Ser

Ile

ES 2325797 T3

Phe

Leu

Lys

Ala

Gly.

Lys

Arg

val

Tyr

Trp

Leu

Ala

pPhe

Ser

Leu

Pro

Pro
1285

ASp
1300

Ala
1315

val
1330

ser
1345

Pro
1360

AsSp
1375

Ley
1390

His
1405

Asp
1420

Leu
1435

val
1450

Cys
1465

Pro
1480

Asp
1495
Asn

1510

AS
1525

Asn Glu

Gly Leu

Lys Asp

Pro Tyr

Gly Lys

Glu Leu

Trp Ser

Asn val

Pro His

Leu Ser

Phe Asn

Gly Thr

Ile Ser

Thr Ile

Ala Leu

Phe Lys

Cys Tyr

Met

‘His

Ile

Asn

Thr

Gly

Ie

Trp

Phe

Lys

Ile

His

Lys

Arg

Ala

Ile

val

Gly

Leu

Ile

Arg

Thr

Met

GlIn

AsSp

Met

Gly

Lys

Leu

Ile

Asp

Lys

Arg

Glu

1330

Asn
1305

Ar
1330
Met
1335
Leu
1350

GIn
1365

Ile
1380

Phe
1395

Thr
1410

Gln
1425

Ala
1440

AsS
1455

Thr
1470

Tyr
1485

Leu
1500

Asp
1515

Leu
1530

Leu

Phe

Phe

Lys

Leu

Gly

Arg

Ala

GIn

Ala

Arg

val

Lys

His

Arg

GIn

Glu

Ser

Asp

Leu

Leu

GIn

Ala

Gly

Gly

Arg

Glu

Ala

ser

Glu

Phe

Lys

Pro

Lys

LysS

Phe

Gln

Met

GIn

Thre

Lys

Arg

Ala

val

Ser

ASp

Leu

val

Thr

val

Ile
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Ie

Asn

Leu

ser

Asp

Gln

Gly

Lys

Glu

val

His

Tyr

Glu

Pro

Pro

Pro

Cys

Leu Ser
1535

Ar LYS
1550

Asp Glu
1565

y val
1580

Leu Tyr
1595

Ile Leu
1610

Ile Ile
1625

Arg Phe
Lys Phe

Pro ser
1670

Cys Glu

S
1685

Phe Pro
1700

Ile Ser
1715

Asn Arg
1730

Glu Ala
1745

Glu Ser
1760

Ile tLeu
1775

Glu

His

AsSn

Leu

Phe

Thr

Ser

Pro

GIn

Ser

Asn

Met

Pro

Met

Tyr

Phe

Leu

Arg
Leu
Glu
Leu
val
val
Arg
Lys
Ile
Leu
Sef
Gly
Phe
Tyr
Cys
teu

Gly
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Lys

Leu

Leu

His

Glu

Lys

Arg

AsSn

Ala

Ser

Glu

Phe

Met

Trp

Leu

Lys

Arg

Ala
1540

1555

Pro
1570

Phe
1585

Pro
1600

val
1615

AS
1630
Tyr

1645

Leu
1660

AS
1675

Ie
1690

Trp
1705

Leu
1720

17%s

val
1750

Ile
1765

val
1780

val Pra Thr

Leu

His

Gln

Lys

ASp

val

Met

Pro

His

Ile

Ser

ser

Gln

Gly

Thr

val

val

Ala

ASp

Trp

é1y

Glu

Met

Ile

Arg

Ile

Arg

Gly

Gly

ser

val

Asp

AsSn

val

Pro

Leu

LySs

GIn

Gly

Pro

Arg

Leu

Arg

Ile

Glu

Pro

His

Glu

Glu

His

Ala

cys

Leu

Phe

Tyr

Glu

val

Leu

Ile

Glu

Tyr

val

ser

Ile

Phe
1545

His
1560

Phe
1575

Leu
1590

Lys
1605

Lys
1620
Leu

1635

Phe
1650

Glu
1665

Ile
1680

AsSn
1710

Ar
1725

Leu
1740

Leu
1755

Fro

Asp
1785

Pro

Gln

Leu

Gln

val

His

Ser

Lys

Tyr

Glu

Glu

Arg

Ala

Asn

Asp

Arg

Ser

val

Leu

AsSn

Leu

Met

Pro

Lys

Leu

Leu

Leu

Met

Leu

Leu

Trp

Asn

Lys

Leu

Ile

Gln

Glu

ser

Ala

Lys

Lys

Leu

Lteu

Pro

Pro

teu

Arg

Ser

Arg

Gly

Met
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Glu

Gly

Ala

Thr

Leu

Glu

Tyr

AsSn

Leu

Gly

Ser

Tyr

AsSh

Lys

Ile

Ala

Glu Trp
1790

Glu Thr
1805

Glu Glu
1820

Glu Glu
1835

Ile Pro
1850

Pro Arg
1865

Ala Pro
1880

Arg Ala
1895
Lys His
1910

Cys His
1925

Ile Arg
1940

Leu Asp
1955

Leu Gln
1970

teu His
1985

val Leu
2000

ITe Ala
2015

Lys Thr
2030

Arg Gly

Phe

Leu

His

Gly

Ile

Asn

Glu

Ala

Thr

Leu

Pro

Arg

His

Ser

Leu

Asp

Ser

Asn

Pro

Leu

GlIn

ASp

ser

Ile

Phe

ser

His

Arg

Leu

Arg

Ala

Phe

Tyr

Glu

val
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Gly Leu Leu Glu Ile

Lys

Lys

Leu

GlIn

Met

Leu

Glu

Leu

His

Met

Leu

Ile

Met

Thr

Gly

Gly

Ile

1795

Lys
1810

Ile
1825

Leu
1840

Ile
1855

Leu
1870

Leu
1885

Gly
1900

Ar
1915
Pro

1930

Leu
1945

Gln
1960

Ala
1975

Ile
1990

Leu
2005

Ile
2020

Thr
2035

TYyr

Trp

Lteu

Ile

Ala

ASn

Gly

Glu

Leu

ser

val

GIn

Leu

Ile

Tyr

Ala

Pro

ASnh

Ala

Leu

Asn

Pro

Asn

Asp

Glu

Leu

Leu

Met

Asp

His

TYr

Pro

GIn

Gly

Gin

Leu

Asp

Pro

Asp

Asp

Gly

val

Arg

Ile

Glu

Lys

val

Arg

Asn

Tyr

Phe

GIn

ASp

Tyr

Glu

ASp

Leu

Glu

ser

Ala

GIn

ser

Leu

Ala

Ala

AsSp

Ala

Cys

Arg

Ala

1le
1800

Ser
1815

Leu
1830

GIn
1845

Ile
1860

Leu
1875

Phe
1890

val
1905

Glu
1920

Leu
1935

Ala
1950

ser
1965

ASp
1980
Leu

1995

Ala
2010

3b2s

Ala
2040

ASp

Cys

Phe

Met

Pro

Leu

Glu

Gly

LysS

teu

Leu

ser

Leu

Gly

Lys

Ile

Arg

Pro

val

Gly

Asn

Lys

Arg

Ala

Phe

Ser

Ile

val

Ala

Lys

Thr

Leu

Pro

Ile

Met

Glu

Tyr

Glu

ASp

Lys

Leu

Asp

Glu

val

Phe

val

Ala

Gly

Arg

Arg

His

Ala

Gly

val

Ser
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Phe

Met

Gln

Trp

Pro

Ser

ASn

Ser

Leu

val

Ala

Leu

Glu

Ala

AsSp

Gly

Pro

2045

Gly Leu
2060

Glu Gly
2075

Gly Lys
2090
Pro Met

2105

6¢ln Glu
2120

Ala Glu
2135

Ile Ile
2150

Ala Thr
2165

Ser Leu
2180

Ala Asp
2195

Glu Lys
2210 y

Leu Vval
2225

2o

2335 <"

Gl Asn
2270

Ala Ala
2285

Leu Met
2300

Leu

Leu

Leu

val

Arg

Leu

val

Leu

Phe

Ser

Glu

Ile

Thr

Ser

Leu

Pro

Cys

Leu

Arg

Pro

Glu

pro

Ile

Glu

Trp

Asp

Arg

ser

Asn

ASp

Lys

Met

Leu

Leu
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His

Phe

ASp

Lys

Thr

Cys

Cys

Leu

Leu

Ile

Trp

val

ser

GIn

Ie

Lys

Ser

2050
ASp
2065

Pro
2080

Pro
2095

Leu
2110

ser
2125

Leu
2140

Met
2155

Gl
2170

Asn
2185

Leu
2200

val
2215

Glu
2230

val
2245

Ser
2260

Phe
2275

Thr
2290

Glu
2305

Ile

AsSn

val

Ile

Ala

Met

val

Cys

Thr

Cys

val

Glu

Thr

Asn

Glu

Leu

Ser

Trp

Glu

Lys

Thr

GIn

Arg

Ala

Gly

Glu

Leu

Cys

Glu

Cys

Phe

Asp

His

Leu

Thr

Phe

Glu

Lys

val

His

Thr

AsSn

Arg

Ala

Gly

Thr

Leu

Leu

Lys

Ile

ASn

Thr

AsSp

Cys

Phe

Ile

AsSD

Thr

TYyr

Leu

Thr

Lys

His

Leu

Ala

Gly

ser

2055

G) ser
2070

Glu Leu
2085

Gly Cys
2100

Leu Lys
2115

Asp Ile
2130
Leu Ile
2145

Leu Asn
2160

Glu Lys
2175

Ser Tyr
2190 Y

val His
2205

Gln Ser
2220

2595 "¢

2530 "

val Gl
2265 y

val Lys
2280

Asp val
2295

Ser Glu
2310

Arg

Ala

Ala

Glu

Ley

Pro

Ser

Gly

Glu

Leu

Gly

The

Ser

Thr

Cys

Ser

Arg

Ile

Ile

Pro

ASn

AsSn

Lys

Lys

GIn

Glu

Ala

Ala

Leu

Leu

Ala

Lys

Thr

His
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Ile Thr Trp

ASp

Phe

val

Glu

Cys

Ser

Leu

Ile

His

Gly

ser

Ser

Lys

Thr

<210>2
<211>9
<212> PRT

2315

phe Thr
2330

ser r
2345 R

Asp Thr
2360

val Tr
2375 P

val His

2390

Lys His
2405

Gln Lys
2420 y

Leu Leu
2435

Asn Phe

2450

Ser Leu
2465

Thre Glu
2480

Ile Tr
2495 P

His Ile
2510

Ser val
2525

<213> secuencia artificial

<220>

<223> péptido

Gly

Ile

Ala

Ala

ASp

Phe

Gln

AsSn

Leu

Cys

Lys

Gly

Asp

Glu

Glu

Gly

Gln

Ala

Leu

Lys

Leu

teu

Thr

ASp

ASp

ASn

Ile

teu

val
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Cys

Lys

Phe

Tyr

Lys

Lys

ser

Ala

Leu

Ser

val

Gln

AsSn

Arg

Gly Thr

2320

Leu Ile
2335

ser Asp
2350

Ile Ala
2365

Thr Glu
2380

Glu val
239%

r ser
2410

Leu Trp
2425%

Ser Thr
2440

val Arg
2455

Met Leu
2470

Glu GlIn
2485

Leu Pro
2500

Thr Glu
2515

10

Lys

Glu

Ser

Lys

Lys

Met

Gly

Ile

Arg

Ala

val

Lys

His

Leu

val

Thr

AsSn

Lys

Leu

val

Arg

Gly

Arg

Met

Leu

Glu

Glu

Ala

Phe

Lys

Ile

Asn

Cys

Lys

val

val

Ala

Gly

Ile

val

ASp

ser
2325

Thr
2340

Ser
2370

Glu
2385

Leu
2400

Lys
2415

Gl
2430

Ile
2445

Thr
2460

r
2475
Gln

2490

Gln
2505

#4320

Phe

Asn

Ala

Pro

Leu

AsSn

Ala

Gly

Arg

Ala

Lys

Ser

Asn

Met

Ser

Gin

Leu

val

Ile

Lys

Leu

Gly

Thr

GIln

Arg

Ccys

Leu

Arg

ASN

Leu

Ala

val

Asp

Glu

Cys

His

Ile

Leu

Lys

Leu

Glu

Lys
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ES 2325797 T3

<400> 2

Tyr Ser Ala Asn Asxsp Glu val GIn Lys
1l

<210>3

<211> 13

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> péptido

<400> 3

His Ala His Ala ts’ro Glu va) Ala Glu isr Gly Cys Lys
1

<210> 4

<211>9

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> péptido

<400> 4

phe Ile Gly Asn ls’ro Gly 1le GIn Lys.
1

<210>5

<211>8

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> péptido

<400> 5

{Ie Leu Ala Ser ;hr Leu GIn Arg

<210> 6

<211> 12

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> péptido

11
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ES 2325797 T3

<400> 6

g]y Ala Thr Ser geu Ile Tyr GIn val ggs Glu Lys

<210>7

<211> 11

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> péptido

<400> 7

Gly Asp Ser GIn val 1le Ser Leu Leu Leu Arg
1 1 10

<210> 8

<211> 10

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> péptido

<400> 8

GIn Thr Asn Thr Gly Ser val Leu Ala Arg
1 5 10

<210>9

<211>20

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> péptido

<400> 9

Leu Glu Leu His Gln Asn Ser Leu Thr Ser Phe Pro GIn GIn Leu Cys
1 S 10 15
Glu Thr Leu Lys.

20

<210> 10

<211> 12

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> péptido

12



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 10

<210> 11
<211>6

<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

<223> péptido

<400> 11

ieu Leu Glu Ile ?er Pro Phe Met Leu igr Gly Arg

ES 2325797 T3

{1e Thr val Pro ger Cys

<210> 12
<211>9

<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

<223> péptido

<400> 12

<210> 13
<211>8

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> péptido

<400> 13

Thr Sser Glu Gly ';hr pro Gly Phe Arg
1

1

His GIn Leu Ser }'yr Ser Gly Arg

13
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