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DESCRIPCIÓN 
 
Reconocimiento de unión a diana celular mediante un agente bioactivo usando transferencia de energía de resonancia 
de bioluminiscencia intracelular 
 5 
Campo 
 
La presente invención proporciona composiciones y métodos para la detección y análisis de unión intracelular de un 
agente bioactivo a una diana celular. En particular, en el presente documento se proporcionan agentes bioactivos 
fijados a fluoróforos, dianas celulares fusionadas a indicadores bioluminiscentes, o porciones, componentes o 10 
subunidades de indicadores bioluminiscentes y métodos para detectar y analizar la interacción de agentes bioactivos 
con dianas celulares con los mismos. 
 
Antecedentes 
 15 
La interacción de las especies moleculares con las dianas celulares es de vital importancia para comprender la 
fisiología celular y desarrollar intervenciones terapéuticas, tales como nuevos fármacos sintéticos y productos 
biofarmacéuticos. Se necesitan métodos para determinar con precisión y eficiencia la participación de la diana, 
particularmente dentro de las células vivas donde estas interacciones median en sus respuestas fenotípicas. La 
capacidad de interrogar afectivamente el compromiso de la diana tiene amplias implicaciones para el proceso de 20 
descubrimiento, que van desde la detección de alto rendimiento, optimización de la detección de objetivos en los 
fármacos principales y el descubrimiento y caracterización de dianas celulares terapéuticamente relevantes. 
 
La detección basada en fenotipos con una biblioteca de moléculas pequeñas desempeña un papel importante en el 
campo del descubrimiento de fármacos. Usando tales enfoques de detección, se realiza el cribado de bibliotecas 25 
compuestas, sin conocimiento previo de sus dianas celulares subyacentes según su capacidad para provocar una 
respuesta fenotípica, por ejemplo, mitigar los síntomas de la enfermedad. Si bien este enfoque se puede utilizar para 
identificar agentes bioactivos, por ejemplo, moléculas pequeñas, que son capaces de modular la fisiología celular, 
determinar las dianas biológicas relevantes de estas pequeñas coincidencias de moléculas es un desafío técnico 
importante. Además, las moléculas pequeñas que promueven algunas respuestas fenotípicas deseables pueden 30 
presentar responsabilidades in vivo debido a interacciones fuera de la diana. Para predecir la selectividad del fármaco 
y minimizar los posibles efectos secundarios, es importante identificar también las interacciones fuera de la diana (por 
ejemplo, menor afinidad). La mayoría de los métodos utilizados hoy en día para identificar las dianas de los agentes 
bioactivos se basan en el enriquecimiento de estas dianas a partir de lisado celular complejo utilizando compuestos 
"bi-funcionalizados" que contienen un resto selectivo (por ejemplo, el agente bioactivo o compuesto relacionado) y un 35 
resto de clasificación (por ejemplo, marcador de afinidad o soporte sólido). Como el enriquecimiento se basa en las 
propiedades de unión de los compuestos, cuando la afinidad inherente de estos compuestos por su diana es 
insuficiente, los análogos compuestos están diseñados para unirse covalentemente a la diana (por ejemplo, 
fotorreticulación). Mediante cualquier enfoque, la eficacia y especificidad del aislamiento de la diana es esencial y la 
tasa de fallo de estos métodos es alta. El fallo de estos enfoques puede deberse a una captura insuficiente de la diana 40 
o un fondo elevado debido a una captura no específica. Los factores que contribuyen a estos fallos incluyen: 
compuestos que se unen a múltiples dianas con afinidad de baja a moderada con estas interacciones relativamente 
débiles difíciles de detectar; tecnologías no sesgadas, sencillas y con falta de robustez para caracterizar las 
interacciones detectadas; incapacidad para realizar el aislamiento de la diana dentro del entorno celular nativo del cual 
pueden depender las interacciones; información limitada proporcionada sobre la potencia de unión de las dianas en la 45 
célula; y alto fondo de interacciones falsas positivas debido a la unión no específica al soporte sólido o molécula 
pequeña funcionalizada. 
 
El documento WO 2004/034054 A2 desvela un ensayo BRET mejorado, en el que la señal BRET se potencia y/o 
prolonga. El ensayo BRET mejorado comprende las etapas de i) añadir un sustrato a una célula que comprende 50 
proteína de fusión GPCR-Rluc y una proteína de fusión beta-arrestina-GFP, en el que la (beta-arrestina está mutada, 
ii) añadir un ligando para obtener, si es posible, un GPCR-Rluc/(complejo beta-arrestina-GFP y iii) medir una señal 
BRET para obtener una relación BRET, en el que la mejora conduce a un aumento de la relación BRET en comparación 
con las proporciones obtenidas mediante el uso del mismo proceso que emplea una proteína de fusión beta-arrestina-
GFP en la que la beta-arrestina es la beta-arrestina de tipo salvaje o que emplea una proteína de fusión 13-arrestina-55 
GFP, en el que la (beta-arrestina es una beta-arrestina mutada específicamente para que actúe sobre el receptor 
independientemente del estado de fosforilación de los receptores. La divulgación se refiere además a una solución de 
sustrato estable para su uso en un ensayo BRET mejorado. 
 
El documento WO 2006/086883 A1 se refiere a biosensores novedosos que se basan en la transferencia de energía 60 
de resonancia de bioluminiscencia (BRET). Estos biosensores pueden usarse para monitorizar la interacción rápida y 
los cambios conformacionales dentro de los complejos del receptor acoplado a la proteína G/proteína G y, de esta 
forma, reflejan el estado de activación del receptor. Ventajosamente, los biosensores pueden usarse como un ensayo 
altamente sensible y cuantitativo para la identificación de ligandos (agonistas, antagonistas, agonistas inversos, 
agonistas parciales, etc.) dirigidos a receptores acoplados a proteínas G (GPCR), así como para el análisis del estado 65 
de activación de estos receptores. Además, la multiplexación de diferentes biosensores dentro de los complejos de 
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receptores/proteína G permite mapear las texturas de los ligandos. Adicionalmente, los biosensores permiten el 
examen directo en tiempo real de las interacciones entre los receptores y la proteína G en su entorno natural, la célula 
viva. 
 
El documento WO 2013/078244 A1 proporciona nuevos colorantes fluorescentes y kits que contienen los mismos, que 5 
son útiles para marcar una amplia variedad de biomoléculas, células y microorganismos, y también proporciona varios 
métodos de uso de los colorantes fluorescentes para investigación y desarrollo, identificación forense, estudios 
ambientales, diagnóstico, pronóstico y/o tratamiento de enfermedades. 
 
El documento US 2006/211045 A1 proporciona una biblioteca que comprende una pluralidad de ligandos no peptídicos 10 
marcados de fórmula I (LigJL)mL(JTTag)m(JTL(JLLig)m)p incluyendo sales de los mismos que comprenden uno o una 
pluralidad de restos ligandos iguales o diferentes cada uno unido a una o una pluralidad de restos marcadores iguales 
o diferentes Tag a través de estos enlazadores L iguales o diferentes y sitio de unión o funcionalidad de unión JT y JL 
iguales o diferentes en los que Lig comprende un ligando de GPCR, un inhibidor de una enzima intracelular o un 
sustrato o inhibidor de un transportador de fármacos; L es un enlace simple o es cualquier resto de unión seleccionado 15 
de un heteroátomo, tal como N, O, S, P, hidrocarbilo C1-600 de cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado que 
opcionalmente contiene un heteroátomo y combinaciones de los mismos, que puede ser monomérico, oligomérico que 
tiene una repetición oligomérica de 2 a 30 o polimérico que tiene una repetición polimérica en exceso de 30 a 300; 
Tag es cualquier sustrato de marcado conocido o novedoso; m se selecciona cada uno independientemente de un 
número entero positivo de 1 a 3; p es 0 a 3 caracterizado porque la unión está en sitios de unión iguales o diferentes 20 
en compuestos que comprenden diferentes Lig, JL, L JT y/o -Tag y está en diferentes sitios de enlace en compuestos 
que comprenden la misma Lig, JL, L JT y/o -Tag; proceso para la preparación de los mismos; proceso para la 
preparación de un compuesto de biblioteca de fórmula I o un precursor de fórmula IV; método para seleccionar un 
compuesto de fórmula I de una biblioteca del mismo; compuesto de fórmula I asociado con información relacionada 
con sus propiedades farmacológicas; un nuevo compuesto de fórmula I o precursor de fórmula IV; usos de los mismos; 25 
métodos de unión o inhibición con los mismos; uso de una diana fluorescente con el mismo; un GPCR de superficie 
celular modificada y células que expresan el mismo; y un kit que comprende un compuesto de fórmula I y una diana 
del mismo. 
 
Sumario 30 
 
La invención es como se define en las reivindicaciones adjuntas. También desvelado en el presente documento, la 
presente divulgación proporciona sistemas de ensayo BRET que comprenden: (a) un agente bioactivo fijado a un 
cromóforo (por ejemplo, fluoróforo); (b) una diana celular fusionada a un indicador bioluminiscente; y (c) un sustrato 
para el indicador bioluminiscente. En algunas realizaciones, el agente bioactivo es una molécula pequeña. En algunos 35 
ejemplos, el agente bioactivo es un inhibidor de la función proteica, por ejemplo, un inhibidor enzimático o un inhibidor 
del receptor. En algunas realizaciones, el cromóforo es un fluoróforo. En algunas realizaciones, el fluoróforo es un 
análogo de carboxi-rodamina. En algunas realizaciones, el indicador bioluminiscente comprende un polipéptido con al 
menos un 70 % de identidad de secuencia (por ejemplo, un 75 % de identidad... un 80 % de identidad... un 85 % de 
identidad... un 90 % de identidad, un 95 % de identidad... un 98 % de identidad... un 99% de identidad) con SEQ ID 40 
NO:1. En algunos ejemplos, (b) es una diana celular fusionada a una porción, o subunidad, o componente de un 
indicador bioluminiscente. En algunos ejemplos, (b) es una diana celular fusionada a un polipéptido que requiere 
interacción con otro polipéptido para producir luminiscencia. En algunas realizaciones, (a) y (b) están dentro de una 
célula. En algunas realizaciones, (b) se expresa intracelularmente como una proteína de fusión con una proteína de 
interés, por ejemplo, diana celular. En algunos ejemplos, la diana celular está compuesta por más de un componente, 45 
subunidad o polipéptido, por ejemplo, la diana celular es un complejo proteico. En algunos ejemplos, el indicador 
bioluminiscente está compuesto por más de un componente, subunidad o polipéptido, por ejemplo, el indicador 
bioluminiscente es un complejo proteico. En algunas realizaciones, (a) se añade extracelularmente y entra en la célula. 
En algunos ejemplos, (a) está presente tanto dentro de una célula como en el medio que rodea a la célula. En algunos 
ejemplos, (a) está presente tanto unido a una célula como en el medio que rodea a la célula. En algunas realizaciones, 50 
la cantidad de (a) presente en el medio circundante es significativamente mayor que la cantidad en la célula o unida a 
la célula, por ejemplo, mayor por al menos 2 veces, al menos 5 veces, 10 veces, 30 veces o 100 veces. En algunos 
ejemplos, la diana celular es una pareja de unión del agente bioactivo. En algunas realizaciones, el espectro de emisión 
del indicador bioluminiscente se superpone con el espectro de absorción de un fluoróforo. En algunas realizaciones, 
tras la unión del agente bioactivo a la diana celular, la conversión del sustrato en un producto de reacción por el 55 
indicador bioluminiscente da como resultado la excitación de un fluoróforo por BRET y la emisión de luz de un 
fluoróforo. En algunas realizaciones, (a) es uno de una biblioteca de agentes o compuestos fijados a un cromóforo. En 
algunas realizaciones, (a) es uno de una biblioteca de agentes o compuestos fijados a fluoróforos. En algunas 
realizaciones, (b) es uno de una pluralidad de dianas celulares potenciales fusionadas a un indicador bioluminiscente. 
En algunos ejemplos, (b) es una biblioteca de células que expresa uno de una pluralidad de dianas celulares 60 
potenciales fusionadas a un indicador bioluminiscente. 
 
En algunas realizaciones, la presente invención proporciona métodos de detección, analizar, caracterizar, etc. la unión 
de un agente bioactivo a una diana celular. En algunos ejemplos, la diana celular puede ser la diana farmacológica 
primaria. En algunos ejemplos, la diana celular es una responsabilidad inespecífica que puede causar efectos 65 
secundarios indeseables in vivo. En algunos ejemplos, la unión del agente bioactivo a la diana celular puede no tener 
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un efecto biológico discernible. En algunos ejemplos, la presente divulgación proporciona células que comprenden 
uno o más de (por ejemplo, cada uno de) (a) un agente bioactivo fijado a un cromóforo (por ejemplo, fluoróforo); (b) 
una diana celular fusionada a un indicador bioluminiscente; y (c) un sustrato para el indicador bioluminiscente. En 
algunos ejemplos, la unión de un agente bioactivo a una diana celular no es covalente. En algunos ejemplos, el 
cromóforo es un fluoróforo. En algunas realizaciones, la presente invención proporciona métodos para la detección de 5 
una interacción entre un agente bioactivo y una diana celular que comprende: (a) expresar en una célula una fusión 
de dicha diana celular y un indicador bioluminiscente que emite energía a una primera longitud de onda (por ejemplo, 
intervalo de longitudes de onda, distribución espectral, etc.); (b) poner en contacto dicha célula con dicho agente 
bioactivo fijado a un fluoróforo, en el que dicho fluoróforo acepta energía en dicha primera longitud de onda y emite 
energía en una segunda longitud de onda (por ejemplo, intervalo de longitudes de onda, distribución espectral, etc.); 10 
(c) poner en contacto dicha célula con un sustrato para dicho indicador bioluminiscente; (d) detectar energía a dicha 
segunda longitud de onda, en el que la presencia de dicha energía en dicha segunda longitud de onda indica la 
interacción de dicho agente bioactivo con dicho objetivo celular. La presente divulgación también proporciona métodos 
para la detección de una interacción entre un agente bioactivo y una diana celular que comprende: (a) proporcionar 
una fusión de dicha diana celular y un indicador bioluminiscente; (b) poner en contacto dicha fusión con dicho agente 15 
bioactivo fijado a un cromóforo (por ejemplo, fluoróforo); (c) poner en contacto dicha fusión con un sustrato para dicho 
indicador; (d) detectar un cambio en la distribución espectral de la luz emitida en relación con dicha fusión en contacto 
con dicho sustrato en ausencia de dicho cromóforo. En algunos ejemplos, la presente divulgación proporciona un 
método para la detección de una interacción de un segundo agente bioactivo y una diana celular que comprende: (a) 
proporcionar una fusión de dicha diana celular y un indicador bioluminiscente; (b) poner en contacto dicha fusión con 20 
un primer agente bioactivo fijado a un cromóforo (por ejemplo, fluoróforo) y con dicho segundo agente bioactivo; (c) 
poner en contacto dicha fusión con un sustrato para dicho indicador; (d) detectar un cambio en la distribución espectral 
de la luz emitida en relación con dicha fusión en contacto con dicho primer agente bioactivo y dicho sustrato en 
ausencia de dicho segundo agente bioactivo. En algunos ejemplos, el cambio en la distribución espectral de la luz 
emitida es causado por el desplazamiento de dicho primer agente bioactivo por dicho segundo agente bioactivo. En 25 
algunos ejemplos, dicho desplazamiento es un desplazamiento competitivo. En algunos ejemplos, el cambio en la 
distribución espectral de la luz emitida se utiliza para estimar la afinidad de unión del agente bioactivo a la diana celular. 
En algunos ejemplos, dicho segundo agente bioactivo es uno de una pluralidad de agentes bioactivos. En algunos 
ejemplos, el cambio en la distribución espectral de la luz emitida se utiliza para estimar la afinidad de unión relativa de 
una pluralidad de agentes bioactivos a una diana celular. En algunos ejemplos, dicho primero y dicho segundo agentes 30 
bioactivos son moléculas sintéticas. En algunos ejemplos, dichas dianas celulares están en células vivas, células 
permeabilizadas o lisados celulares. En algunos ejemplos, el cambio en la distribución espectral de la luz emitida se 
determina midiendo la relación de la intensidad de la luz en dos longitudes de onda diferentes o dos intervalos 
diferentes de longitudes de onda. En algunos ejemplos, se detecta el cambio en la distribución espectral a lo largo del 
tiempo. En algunos ejemplos, el cromóforo es un fluoróforo. 35 
 
También se desvela en el presente documento un sistema de ensayo BRET que comprende: (a) un agente bioactivo 
fijado a un fluoróforo; (b) un primer compañero de interacción fusionado con un péptido estructuralmente 
complementario de un indicador bioluminiscente; (c) un segundo compañero de interacción fusionado con un 
polipéptido estructuralmente complementario de un indicador bioluminiscente; y (d) un sustrato para el indicador 40 
bioluminiscente, en el que el primer y el segundo compañero de interacción interactúan para formar un complejo de 
interacción, y en el que el primer compañero de interacción, el segundo compañero de interacción y/o el complejo de 
interacción son compañeros de unión para el agente bioactivo. En algunos ejemplos, el primer compañero de 
interacción y el segundo compañero de interacción son proteínas o polipéptidos que interaccionan para formar un 
complejo proteico. En algunos ejemplos, el primer compañero de interacción y el segundo compañero de interacción 45 
se unen por la interacción de los polipéptidos estructuralmente complementarios. En algunos ejemplos, los polipéptidos 
estructuralmente complementarios se unen por la interacción del primer compañero de interacción y el segundo 
compañero de interacción. En algunos ejemplos, la interacción del primer compañero de interacción y el segundo 
compañero de interacción está determinada por un aumento de la luminiscencia. En algunos ejemplos, el primer y el 
segundo compañero de interacción forman el complejo de interacción en presencia o ausencia del agente bioactivo. 50 
En algunos ejemplos, el complejo de interacción es un compañero de unión para el agente bioactivo, pero ni el primero 
o el segundo compañero de interacción son compañeros de unión para el agente bioactivo. En algunos ejemplos, uno 
de los compañeros de interacción, pero no el otro, es un compañero de unión para el agente bioactivo. En algunos 
ejemplos, la formación del complejo de interacción requiere la unión del agente bioactivo a un compañero de 
interacción. En algunos ejemplos, la formación del complejo de interacción es independiente de la unión del agente 55 
bioactivo. También se desvelan en el presente documento sistemas de ensayo BRET que comprenden: (a) un agente 
bioactivo fijado a un fluoróforo; (b) una diana celular fusionada con un péptido estructuralmente complementario de un 
indicador bioluminiscente; (c) un polipéptido estructuralmente complementario de un indicador bioluminiscente; y (d) 
un sustrato para el indicador bioluminiscente. En algunos ejemplos, el péptido y polipéptido complementarios del 
indicador bioluminiscente se asocian para formar una enzima indicadora bioluminiscente activa. En algunos ejemplos, 60 
tras la unión del agente bioactivo a la diana celular y la asociación del péptido y polipéptido complementarios, la 
conversión del sustrato en un producto de reacción por la enzima indicadora bioluminiscente da como resultado la 
excitación del fluoróforo por BRET y la emisión de fluorescencia del fluoróforo. 
 
También se desvela en el presente documento un sistema de ensayo que comprende: (a) un agente bioactivo fijado a 65 
un fluoróforo; (b) un primer compañero de unión fusionado a un péptido complementario de un indicador 
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bioluminiscente; (c) un segundo compañero de unión fusionado a un polipéptido complementario de un indicador 
bioluminiscente; y (c) un sustrato para el indicador bioluminiscente. En algunos ejemplos, el péptido y polipéptido 
complementarios del indicador bioluminiscente se asocian para formar una enzima indicadora bioluminiscente activa. 
En algunos ejemplos, cuando el primer y segundo compañeros de unión interaccionan, el agente bioactivo se une a 
los compañeros que interaccionan y se produce la asociación del péptido y polipéptido complementario, la conversión 5 
del sustrato en un producto de reacción por la enzima indicadora bioluminiscente da como resultado la excitación del 
fluoróforo por BRET y la emisión de fluorescencia del fluoróforo. 
 
En algunos ejemplos, el agente bioactivo está fijado a un inactivador de la fluorescencia o luminiscencia (por ejemplo, 
Dabcyl). En tales ejemplos, la titulación del agente bioactivo no fijado produce una ganancia en la señal. 10 
 
También se desvela en el presente documento la obtención de imágenes (por ejemplo, imagen BRET, a través de la 
cámara con dispositivo de acoplamiento de carga, etc.) de cualquiera de los sistemas descritos en el presente 
documento para confirmar y/o identificar la ubicación (por ejemplo, intracelular, extracelular, etc.) de señales de 
fluorescencia y/o BRET resultantes de la presencia y/o interacciones de los componentes del sistema (por ejemplo, 15 
agente bioactivo, diana celular, etc.). 
 
En algunos ejemplos, los sistemas y métodos descritos en el presente documento (véase, por ejemplo, el ejemplo 23 
para una realización de ejemplo) son útiles para la medición de la selectividad intracelular y la afinidad de un agente 
bioactivo contra un panel de supuestas dianas celulares. En algunos ejemplos, el efecto sobre BRET se controla a 20 
medida que el complejo agente bioactivo/diana celular se interrumpe competitivamente. En algunos ejemplos, las 
afinidades se infieren por el valor de CI50 generado a través de la interrupción competitiva. En algunos ejemplos, las 
afinidades de los inhibidores a los dominios individuales de una diana celular se determinan mediante la fusión genética 
de un indicador bioluminiscente a un dominio segregado de la diana celular. 
 25 
Dibujos 
 

La figura 1 muestra una representación esquemática de una realización de la presente invención: (A) agente 
bioactivo fijado a fluoróforo y diana celular fijado a indicador bioluminiscente; (B) unión del agente bioactivo a la 
diana celular; (C) la adición de sustrato indicador da como resultado BRET; y (D) el desplazamiento por exceso de 30 
agente bioactivo no fijado da como resultado la pérdida de BRET y fluorescencia. 
 
La Figura 2 muestra gráficos que comparan los perfiles de BRET de dos derivados diferentes de fluoróforo-SAHA 
como aceptores de BRET para fusiones de NANOLUC-HDAC6 en células vivas. 
 35 
La Figura 3 muestra gráficos que representan el efecto de la dilución de la expresión en el rendimiento del ensayo. 
El primer gráfico demuestra el efecto de la expresión disminuida en la ventana del ensayo BRET utilizando el 
desplazamiento competitivo de SAHA FIJADO AL fluoróforo de HDAC6 fusionado a NANOLUC. El segundo gráfico 
muestra el efecto de la expresión disminuida en ambas ventanas de ensayo BRET, así como la potencia observada 
del compuesto (CE50) para la unión del trazador del fármaco al receptor de NanoLuc-Histamina HI. 40 
 
La figura 4 muestra gráficos que demuestran el requisito del medio celular para el procesamiento del profármaco. 
 
La figura 5 muestra gráficos que demuestran la capacidad de usar agentes de permeabilización para potenciar la 
entrada de trazadores de fármacos impermeables. 45 
 
La figura 6 muestra un gráfico que representa el desplazamiento competitivo del derivado de BIRB fijado al 
fluoróforo de p38 fusionado con NANOLUC. 
 
La figura 7 muestra gráficos que representan la medición de la cinética del derivado de BIRB fijado al fluoróforo de 50 
p38 fusionado con NANOLUC. 
 
La figura 8 muestra ejemplos de agentes bioactivos fijados a fluoróforos de ejemplo y otros compuestos que 
encuentran uso en las realizaciones descritas en el presente documento. 
 55 
La figura 9 muestra una comparación de fusiones de p38 con luciferasa de Renilla y luciferasa NanoLuc dentro de 
una realización descrita en el presente documento. 
 
La figura 10 muestra que la interacción de alta afinidad con un trazador de fármaco con señal óptima de fondo se 
logra cuando la expresión de la fusión NANOLUC está cerca del nivel endógeno. 60 
 
La figura 11 muestra curvas de dosis-respuesta para la unión de NanoLuc-p38alfa a un conjugado BIRB-TOM en 
comparación con un conjugado BIRB-TMR. 
 
La figura 12 muestra curvas de dosis-respuesta para la unión de PKCalfa-NanoLuc a un conjugado BIM-TOM en 65 
comparación con un conjugado BIM-TMR. 
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La figura 13 muestra un gráfico que representa la detección de respuesta BRET específica en células vivas. 
 
La figura 14 muestra la afinidad de PBI-4838 por Jnk2, p38beta y p38alfa. 
 5 
La figura 15 muestra la afinidad de PBI-4838 por Jnk2, p38beta y p38alfa. 
 
La Figura 16 muestra las afinidades relativas de PBI-4966 por BRD4 de tipo salvaje frente al BRD4 mutante. 
 
La figura 17 muestra que los compuestos estructuralmente distintos se pueden identificar por desplazamiento 10 
competitivo de trazadores de fármacos usando el método de la presente invención. 
 
La figura 18 muestra la capacidad de controlar las interacciones fármaco/diana utilizando el conjugado de fármaco-
fluoróforo en las células. 
 15 
La figura 19 muestra gráficos que representan una respuesta BRET específica en TNT. 
 
La figura 20 muestra gráficos que representan la medición de la unión de citocinas marcadas con fluorescencia a 
NanoLuc-EGFR. Las afinidades de los anticuerpos terapéuticos, Vectibix, Erbitux y Herceptin, también se 
demuestran por el desplazamiento competitivo de la citocina. 20 
 
La figura 21 contiene barridos de longitud de onda para un polipéptido complementario (SEQ ID NO:5) 
complementados con un péptido complementario solo (SEQ ID NO: 4) o el péptido complementario (SEQ ID NO: 
4) conjugado con TMR, lo que demuestra una transferencia de energía eficiente. 
 25 
La figura 22 contiene barridos de longitud de onda para NanoLuc fusionado a Hao Tag (NL-HT) y un polipéptido 
complementario (SEQ ID NO: 6) complementado con un péptido complementario unido a un pigmento TOM sin 
cloro fluorescente (NCT) (PBI-5074). 
 
La figura 23 muestra un esquema de una interacción terciaria en la que la transferencia de energía con un complejo 30 
de un péptido y polipéptido estructuralmente complementario de una proteína bioluminiscente también puede 
usarse para medir la interacción de los compañeros de interacción. En el esquema, un GPCR (primer compañero 
de interacción) fusionado con un polipéptido complementario de una proteína bioluminiscente y una proteína de 
interacción con el GPCR (segundo compañero de interacción) fusionado con un péptido complementario de una 
proteína bioluminiscente forman un complejo bioluminiscente cuando interaccionan (para formar un complejo de 35 
interacción)t. Esto permite la medición de la interacción binaria. Si un ligando de GPCR de molécula pequeña con 
un resto fluorescente para la transferencia de energía interacciona con este sistema, se produce transferencia de 
energía. Por consiguiente, la interacción proteína-proteína binaria y la interacción ternaria fármaco-proteína-
proteína se pueden medir en el mismo experimento. 
 40 
La figura 24 muestra gráficos que demuestran que los datos de BRET entre una fusión expresada celularmente 
del péptido 11S y BRD4 y NCT añadido exógenamente conjugado con el ligando BRD4 dependen de la presencia 
de PEP-80 (el complementario estructural de 11S); (A) intensidad del donante, (B) intensidad del aceptor. 
 
La figura 25 muestra gráficos que demuestran que los datos de BRET entre una fusión expresada celularmente 45 
del péptido 11S y BRD4 y NCT añadido exógenamente conjugado con iBET dependen de la presencia de PEP-80 
(el complementario estructural de 11S); (A) PEP-80 1 µM, (B) sin control de PEP-80. 
 
La figura 26 muestra señales BRET (intensidades de receptor y donante) que dependen del complejo 11S-
BRD4/114-Histona H3.3 facilitado. 50 
 
La figura 27 muestra que un ligando fluorescente de BRD4 (iBET-NCT/PBI-4966) puede desplazar el complejo 
11S-BRD4/114-Histona H3.3. 
 
La figura 28 muestra el desplazamiento competitivo iBET-151 IC50 no fluorescente del complejo 11S-BRD4/114-55 
Histona H3.3. 
 
La figura 29 muestra que los HDAC de Clase I (HDAC1, 2, 3 y 8) generan señales BRET específicas con SAHA-
TOM, según lo predicho basado en la afinidad y selectividad indicadas de SAHA a estas dianas individuales. 
 60 
La figura 30 muestra que los HDAC de clase IIb (HDAC6 y 10), así como los dominios segregados de HDAC6, 
generan BRET específico con SAHA-TOM, según lo predicho basado en la afinidad y selectividad indicadas de 
SAHA a estas dianas individuales. 
 
La figura 31 muestra que los HDAC de Clase Ila no generan BRET significativo con SAHA-TOM, según lo predicho 65 
en función de la selectividad indicada de SAHA por HDAC de Clase I y lIb. 
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La figura 32 muestra los resultados de desplazamiento competitivo de SAHA contra fusiones individuales HDAC-
NanoLuc en complejo con SAHA-TOM, según lo determinado mediante BRET. A partir de estas curvas de 
respuesta de concentración, los valores de CI-50 se pueden calcular, como se muestra en la tabla al lado del 
gráfico. 5 
 
La figura 33 (izquierda) muestra una conversión entre el valor de CI-50 y el valor Ki para las fusiones HDAC-
NanoLuc individuales, según lo determinado mediante BRET. Para esta conversión se usó la ecuación de Cheng-
Prusoff. La figura 33 (derecha) muestra un diagrama que representa las afinidades relativas de SAHA contra las 
proteínas de fusión HDAC/NanoLuc individuales, según lo determinado mediante BRET. 10 
 
La figura 34 muestra imágenes BRET de complejos intracelulares HDAC10-NLuc/PBI-4968 +/- SAHA en presencia 
o ausencia de SAHA como control de especificidad. 
 
La figura 35 muestra imágenes BRET de complejos intracelulares NLuc-HDAC6/PBI-4968 +/- SAHA en presencia 15 
o ausencia de SAHA como control de especificidad. 
 
La figura 36 muestra el análisis de gráfico de puntos de experimentos de formación de imágenes BRET de SAHA-
TOM (PBI-4968) intracelulares de unión a SAHA con HDAC10 y HDAC6. 

 20 
Descripción detallada 
 
La presente invención proporciona composiciones y métodos para la detección y análisis de unión intracelular de un 
agente bioactivo a una diana celular. En particular, en el presente documento se proporcionan agentes bioactivos 
fijados a un cromóforo, por ejemplo, fluoróforos, potenciales dianas celulares fusionadas a proteínas indicadoras 25 
bioluminiscentes y métodos para detectar y analizar la interacción de agentes bioactivos con dianas celulares con los 
mismos (véase la Figura 1). 
 
Se detecta la interacción de una primera entidad (por ejemplo, agente bioactivo) y una segunda entidad (por ejemplo, 
diana celular), caracterizada, cuantifica, analiza, etc. a través de la detección/medición de una señal producida por 30 
transferencia de señal (por ejemplo, transferencia de energía (por ejemplo, fluorescencia, energía luminosa, 
resonancia, por BRET, etc.)) entre una tercera entidad (por ejemplo, fluoróforo) conectada, fusionada, fijada, unida, 
etc. a la primera entidad y una cuarta entidad (por ejemplo, proteína indicadora bioluminiscente) conectada, fusionada, 
fijada, unida, etc. a la segunda entidad. La interacción y/o unión de la primera y segunda entidad acercan la tercera y 
cuarta entidad lo bastante como para permitir la transferencia de señal (por ejemplo, transferencia de energía) de una 35 
a otra. En algunos ejemplos, la cuarta entidad (por ejemplo, proteína indicadora bioluminiscente) emite energía (por 
ejemplo, tras la interacción con su sustrato) y dicha energía emitida es absorbida por la tercera entidad (por ejemplo, 
fluoróforo), haciendo que la tercera entidad emita energía mensurable diferente desde la cuarta entidad (por ejemplo, 
luz a una longitud de onda diferente). En tales ejemplos, la detección de la energía emitida por la tercera entidad (por 
ejemplo, luz en el máximo de emisión de la tercera entidad) tras la adición al sistema del sustrato para la cuarta entidad 40 
(por ejemplo, indicador bioluminiscente) indica la interacción de la primera y la segunda entidades. En algunos 
ejemplos, la duración, la cinética, la afinidad, la fuerza y / o la especificidad, de la unión de la primera y segunda 
entidades se detecta, mide, cuantifica, determina, cuestiona, etc. según la medición de la salida de señal de la cuarta 
entidad (por ejemplo, proteína indicadora bioluminiscente) en diversas condiciones. 
 45 
En diversos ejemplos, una diana celular fusionada a una proteína indicadora bioluminiscente y un agente bioactivo 
fijado a un cromóforo, por ejemplo, fluoróforo, se proporcionan (por ejemplo, intracelularmente, extracelularmente, en 
lisado, in vitro, etc.). El sustrato para la proteína indicadora bioluminiscente se añade al sistema. Si se ha producido 
una interacción (por ejemplo, unión) entre el agente bioactivo y la diana celular, la proteína indicadora bioluminiscente 
y el cromóforo (por ejemplo, fluoróforo) se acercan lo suficientemente cerca como para que ocurra BRET, y se emite 50 
una señal detectable desde el cromóforo (por ejemplo, fluoróforo). 
 
En algunos ejemplos, se utilizan un péptido y polipéptido complementarios que pueden interaccionar (por ejemplo, 
formar un complejo) para formar una proteína indicadora bioluminiscente (o complejo de proteínas). En algunos 
ejemplos, un péptido complementario se fusiona con un primer compañero de interacción y un polipéptido 55 
complementario se fusiona con un segundo compañero de interacción. En algunos ejemplos, el primer y el segundo 
compañero de interacción forman un complejo (por ejemplo, al unirse entre sí). En algunos ejemplos, el primer y el 
segundo compañero de interacción forman un complejo de interacción cuando uno o ambos interaccionan con un 
agente bioactivo. En algunos ejemplos, el primer y el segundo compañero de interacción forman un complejo de 
interacción en presencia o ausencia de un agente bioactivo. En algunos ejemplos, la formación del complejo de 60 
interacción une el péptido y el polipéptido complementarios para formar el indicador bioluminiscente. En algunos 
ejemplos, la formación del indicador bioluminiscente permite la detección de la formación del complejo de interacción. 
En algunos ejemplos, un fluoróforo está fijado al agente bioactivo. En algunos ejemplos, la energía se transfiere desde 
el indicador bioluminiscente al fluoróforo cuando se forma el complejo de interacción y el agente bioactivo se une a 
uno de los compañeros de interacción o al complejo de interacción. En algunos ejemplos, el fluoróforo permite la 65 
detección o medición de la interacción del primer y segundo compañero de interacción. En algunos ejemplos, el 
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fluoróforo permite la detección o medición de la unión del agente bioactivo a su compañero de unión (por ejemplo, el 
primer compañero de interacción, el segundo compañero de interacción y/o el complejo de interacción). 
 
En algunos ejemplos, un péptido complementario de un indicador bioluminiscente se fusiona con una diana de interés. 
Se proporcionan un polipéptido complementario y un agente bioactivo fijados a un fluoróforo para detectar o medir la 5 
interacción del agente bioactivo con la diana de interés. En algunos ejemplos, el péptido complementario de un 
indicador bioluminiscente se fusiona con una diana de interés, se aplica un polipéptido complementario de la proteína 
indicadora bioluminiscente y un agente bioactivo fijado a un fluoróforo para detectar la proximidad del ligando marcado 
con fluorescencia, por ejemplo, un agente bioactivo, a complejos proteicos (por ejemplo, detectar la unión del ligando 
selectivamente a receptores heterodiméricos u homodiméricos) uniendo miembros del complejo a componentes de un 10 
donante luminiscente multicomponente. Por lo tanto, esta aplicación podría usarse para monitorizar la unión de la 
diana dentro de los complejos de proteínas que pueden tener un papel en la patología de la enfermedad. 
 
En algunos ejemplos, la fusión de la diana celular y el indicador bioluminiscente se expresa en células en las que se 
va a realizar un ensayo. En algunos ejemplos, la fusión se expresa en o cerca de la abundancia nativa para la diana 15 
celular. En algunos ejemplos, el agente bioactivo fijado al fluoróforo se añade extracelularmente (por ejemplo, se añade 
al medio de cultivo) y entra a la célula por difusión, transporte activo, transporte pasivo, endocitosis o cualquier 
mecanismo adecuado. En algunos ejemplos, se añade una cantidad variable de agente bioactivo fijado a un fluoróforo 
a las células para analizar la cinética de unión, analizar la afinidad de unión, proporcionan señal suficiente, etc. 
 20 
En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona composiciones, métodos y sistemas para la 
detección de interacciones intracelulares entre un agente bioactivo y una diana celular (por ejemplo, conocido o 
desconocido). En algunas realizaciones, una fusión de un indicador bioluminiscente y una diana celular se expresan 
dentro de una célula. El agente bioactivo, fijado a un fluoróforo, se introduce en la célula (por ejemplo, el conjugado 
de fluoróforo y agente bioactivo es permeable a las células, la célula se permeabiliza, etc.). Un sustrato para la proteína 25 
indicadora bioluminiscente se añade a la célula antes, de forma concurrente o después de la adición del agente 
bioactivo. La detección de una señal fluorescente del fluoróforo (como resultado de BRET) indica una interacción 
intracelular (por ejemplo, unión) entre el agente bioactivo y la diana celular. En algunos ejemplos, una diana celular 
fusionada a un indicador bioluminiscente se expresa en una abundancia celular natural (por ejemplo, en relación con 
la diana celular nativa, o a un nivel apropiado para la función biológica adecuada de la diana fusionada). En algunos 30 
ejemplos, la interacción de un agente bioactivo con una diana celular se detecta intracelularmente. 
 
En algunos ejemplos, las características de la interacción entre el agente bioactivo y la diana celular se interrogan 
alterando las condiciones celulares o las condiciones del sistema. Por ejemplo, se añade a la célula un enlazador 
competitivo de la diana celular (por ejemplo, agente bioactivo no unido) para competir con el agente bioactivo fijado a 35 
un fluoróforo. 
 
En algunos ejemplos, se proporciona una biblioteca de dianas celulares marcadas con proteínas indicadoras 
bioluminiscentes (por ejemplo, en solución, en un lisado, inmovilizadas sobre una superficie, expresadas dentro de 
una célula, etc.). En algunos ejemplos, se proporciona un agente bioactivo que carece de una diana celular conocida 40 
o donde el conocimiento de la diana celular es incierto o incompleto. La diana celular de un agente bioactivo se 
determina mediante la adición del agente bioactivo a la biblioteca y determinando qué fusión celular-diana produce 
fluorescencia inducida por BRET del fluoróforo fijado al agente bioactivo. En algunos ejemplos, la biblioteca de dianas 
celulares marcadas con indicador bioluminiscente se proporciona como una colección de ácidos nucleicos o vectores 
que comprenden ácidos nucleicos (por ejemplo, plásmidos, virus BacMam, Lentivirus, etc.) que codifican las fusiones 45 
proteicas. En algunas realizaciones, las dianas celulares marcadas con proteínas indicadoras bioluminiscentes se 
expresan dentro de las células. En algunos ejemplos, la biblioteca de dianas celulares marcadas con indicadores 
bioluminiscentes se proporciona traduciendo ácidos nucleicos en reacciones de traducción sin células. En algunos 
ejemplos, una biblioteca de fusiones de dianas celulares o células que expresan fusiones de dianas celulares, se 
proporcionan en un formato de microplaca. En tales ejemplos, la interacción de un agente bioactivo (por ejemplo, uno 50 
identificado a través de un ensayo fenotípico o cribado) con toda la biblioteca de dianas celulares puede interrogarse 
(por ejemplo, en solución, en lisados, intracelularmente, etc.) de una manera de alto rendimiento. En algunos ejemplos, 
las dianas celulares marcadas con indicador bioluminiscente se inmovilizan en una superficie sólida para crear una 
matriz de proteínas. Por ejemplo, además del indicador bioluminiscente, las dianas celulares también se expresan 
como fusiones con un marcador o acopladas a una proteína (por ejemplo, HALOTAG, Promega) que permite que las 55 
proteínas se inmovilicen covalentemente en una superficie sólida (por ejemplo, una superficie que muestra los ligandos 
apropiados (por ejemplo, ligando HALOTAG)). En determinadas realizaciones, se añade una biblioteca de agentes 
bioactivos potenciales (por ejemplo, compuestos coincidentes o moléculas pequeñas de tipo fármaco) al sistema (por 
ejemplo, matriz) y se identifican los pares capaces de producir BRET. En algunos ejemplos, se desconocen las dianas 
celulares para toda o una porción de una biblioteca de agentes bioactivos. 60 
 
En determinados ejemplos, las composiciones, los métodos y los sistemas en el presente documento proporcionan un 
conjugado de un agente bioactivo y un aceptor de energía (por ejemplo, fluoróforo, cromóforo). En algunos ejemplos, 
un agente bioactivo es cualquier molécula pequeña (por ejemplo, > 2.000 Dalton, > 1.000 Dalton, > 500 Dalton, etc.), 
macromolécula, molécula sintética o complejo molecular capaz de interaccionar con la biología de una célula. En 65 
algunos ejemplos, un aceptador de energía es una entidad capaz de generar, exhibir y/o emitir una señal (por ejemplo, 
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luz, calor, reacción química, fluorescencia, energía de resonancia, etc.) cuando se activa por absorción de energía 
(por ejemplo, transferencia de energía de resonancia). En algunos ejemplos, un agente bioactivo y aceptor de energía 
(por ejemplo, fluoróforo, cromóforo) están fusionados, fijados, conectados, etc., por cualquier estructura o mecanismo 
adecuado (por ejemplo, expresado como una construcción de fusión (por ejemplo, con o sin enlazador peptídico), 
unidos químicamente (por ejemplo, directa o indirectamente), unidos enzimáticamente, unidos a través de un 5 
enlazador (por ejemplo, péptido, ácido nucleico, polímero, enlace éster, enlazador PEG, cadena de carbono, etc.)). En 
algunas realizaciones, el conjugado de un agente bioactivo y un aceptor de energía (por ejemplo, agente bioactivo 
fijado a un fluoróforo) es producido por síntesis química no natural (por ejemplo, una ejecución intencionada de 
reacciones químicas que no están presentes en las células naturales). El tipo de enlace no debe verse como limitante. 
 10 
Tal como se usa en el presente documento, la expresión "agente bioactivo" se refiere generalmente a cualquier 
sustancia fisiológica o farmacológicamente activa o una sustancia adecuada para la detección. En algunos ejemplos, 
un agente bioactivo es un compuesto terapéutico potencial (por ejemplo, molécula pequeña, péptido, ácido nucleico, 
etc.), o molécula de tipo fármaco. En algunos ejemplos, el agente bioactivo es producido por síntesis química no 
natural (por ejemplo, una ejecución intencionada de reacciones químicas que no están presentes en las células 15 
naturales). Los agentes bioactivos para su uso en las realizaciones descritas en el presente documento no están 
limitados por tamaño o estructura. 
 
En determinadas realizaciones, se proporcionan bibliotecas de agentes bioactivos (por ejemplo, > 10 agentes, >50 
agentes, >100 agentes, >500 agentes, >1.000 agentes, >5.000 agentes, >10.000 agentes, >50.000 agentes, etc.). En 20 
algunas realizaciones, se proporcionan sistemas, métodos y composiciones para seleccionar bibliotecas de agentes 
bioactivos. También se desvelan en el presente documento medios para identificar el agente bioactivo en una 
biblioteca responsable de producir, provocar, inducir, etc. efecto fenotípico y/o actividad. También se desvelan en el 
presente documento medios para identificar la diana celular de un agente bioactivo (por ejemplo, un agente bioactivo 
responsable del efecto fenotípico y/o actividad). 25 
 
Tal como se usa en el presente documento, la expresión "aceptor de energía" se refiere a cualquier molécula pequeña 
(por ejemplo, cromóforo), macromolécula (por ejemplo, proteína autofluorescente, ficobiliproteínas, nanopartícula, 
superficie, etc.), o complejo molecular que produce una señal fácilmente detectable en respuesta a la absorción de 
energía (por ejemplo, transferencia de energía de resonancia). En determinados ejemplos, un aceptor de energía es 30 
un fluoróforo u otro cromóforo detectable. Entre los fluoróforos adecuados se incluyen, pero sin limitación: derivados 
de xanteno (por ejemplo, fluoresceína, rodamina, verde Oregón, eosina, rojo Texas, etc.), derivados de cianina (por 
ejemplo, cianina, indocarbocianina, oxacarbocianina, tiacarbocianina, merocianina, etc.), derivados de naftaleno (por 
ejemplo, derivados de dansilo y prodan), derivados de oxadiazol (por ejemplo, piridiloxazol, nitrobenzoxadiazol, 
benzoxadiazol, etc.), derivados de pireno (por ejemplo, azul en cascada), derivados de oxazina (por ejemplo, rojo Nilo, 35 
azul Nilo, violeta de cresilo, oxazina 170, etc.), derivados de acridina (por ejemplo, proflavina, naranja de acridina, 
amarillo de acridina, etc.), derivados de arilmetina (por ejemplo, auramina, cristal violeta, verde malaquita, etc.), 
derivados de tetrapirrol (por ejemplo, porfina, ftalocianina, bilirrubina, etc.), colorante CF (Biotium), BODIPY 
(Invitrogen), ALEXA FLuoR (Invitrogen), DYLIGHT FLUOR (Thermo Scientific, Pierce), ATTO y TRACY (Sigma 
Aldrich), FluoProbes (Interchim), DY y MEGASTOKES (Dyomics), colorantes SULFO CY (CYANDYE, LLC), colorantes 40 
SETAU y SQUARE (SETA BioMedicals), colorantes QUASAR y CAL FLUOR (Biosearch Technologies), colorantes 
SURELIGHT (APC, RPE, PerCP, Ficobilisomas) (Columbia Biosciences), APC, APCXL, RPE, BPE (Phyco-Biotech), 
proteínas autofluorescentes (por ejemplo, YFP, RFP, mCherry, mKate), nanocristales de puntos cuánticos, etc. En 
algunas realizaciones, un fluoróforo es un análogo de rodamina (por ejemplo, análogo de carboxirodamina), tales como 
los descritos en el documento WO2013/078244. Algunos de estos fluoróforos se describen en el presente documento 45 
en el Ejemplo 8. En algunos ejemplos, la eficiencia BRET se ve significativamente mejorada por las características 
técnicas del análogo de rodamina (por ejemplo, análogo de carboxirodamina) como un aceptor de energía en 
comparación con otros fluoróforos. Por ejemplo, la CE50 desplazada hacia la izquierda y el fondo no específico reducido 
de estos colorantes es ventajoso para su uso en algunas realizaciones. 
 50 
Tal como se usa en el presente documento, Los términos "TOM" y "NonChloroTOM" (o "NCT") se refieren al mismo 
tipo de fluoróforo y se usan indistintamente en toda la aplicación. 
 
En determinados ejemplos, las composiciones, Los métodos y sistemas del presente documento proporcionan una 
fusión de una diana celular y una proteína indicadora bioluminiscente (por ejemplo, luciferasa). En algunos ejemplos, 55 
una diana celular y una proteína indicadora bioluminiscente están fusionadas, fijadas, conectadas, etc. por cualquier 
estructura o mecanismo adecuado (por ejemplo, expresado como una construcción de fusión (por ejemplo, con o sin 
enlazador peptídico), unidas químicamente (por ejemplo, a través de enlaces covalentes o no covalentes), unidos 
enzimáticamente, unidos a través de un enlazador (por ejemplo, péptido, ácido nucleico, otro polímero (por ejemplo, 
enlace éster, enlazador PEG, cadena de carbono, etc.)). En algunos ejemplos, se usa una cadena de aminoácidos 60 
(por ejemplo, 3-100 aminoácidos) para conectar la diana celular y una proteína indicadora bioluminiscente. En algunos 
ejemplos, la estructura y/o la función de la diana celular ni del indicador bioluminiscente se ven afectadas (por ejemplo, 
significativamente afectadas) por fusión o la presencia del enlazador. En determinados ejemplos, un enlazador permite 
la fusión sin pérdida de actividad o uno o ambos elementos. En otros ejemplos, un enlazador de aminoácidos separa 
y/u orienta adecuadamente al bioluminiscente indicado para la transferencia de energía con el fluoróforo. 65 
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En algunos ejemplos, una diana celular comprende cualquier compañero de unión/interacción adecuado (por ejemplo, 
receptor, enzima, complejo proteico) para un agente bioactivo (por ejemplo, molécula pequeña, proteína, ácido 
nucleico, lípido, etc.). Sin embargo, en algunos ejemplos, no se requiere conocimiento de la interacción entre una 
diana celular y un agente bioactivo para practicar la invención. En ejemplos concretos, una diana celular es una 
proteína o complejo de proteínas que se une o interacciona con (por ejemplo, tiene una afinidad de unión a) un agente 5 
bioactivo. En ejemplos más particulares, una diana celular es una proteína receptora o una enzima que se une o 
interacciona de otra manera (por ejemplo, tiene una afinidad de unión) con un agente bioactivo de molécula pequeña. 
La presente divulgación no está limitada por la identidad, el tipo o la clase de dianas celulares. En determinados 
ejemplos, las bibliotecas de cientos, miles, decenas de miles, dianas celulares más diferentes encuentran uso en la 
presente invención. Los ejemplos de dianas celulares pueden incluir ácidos nucleicos (por ejemplo, ADN o ARN), 10 
polisacáridos o un complejo que comprende cualquiera de estos con polipéptidos. En algunas realizaciones, una diana 
celular es un receptor acoplado a proteína G o una proteína quinasa. 
 
En determinadas realizaciones, el indicador bioluminiscente es una luciferasa. En algunas realizaciones, se selecciona 
una luciferasa de las que se encuentran en Gaussia, Coleoptera, (por ejemplo, luciérnagas), Renilla, Vargula, 15 
Oplophorus, Aequoria, mutantes de los mismos, partes de los mismos, variantes de los mismos, y cualquier otra 
enzima luciferasa adecuada para los sistemas y métodos descritos en el presente documento. En algunas 
realizaciones, la proteína indicadora bioluminiscente es una enzima luciferasa modificada, mejorada de Oplophorus 
(por ejemplo, enzima NANOLUC de Promega Corporation, SEQ ID NO: 1, o una secuencia con una identidad de al 
menos un 70 % (por ejemplo, >70 %, >80 %, >90 %, > 95 %) con la misma). En algunas realizaciones, la proteína 20 
indicadora bioluminiscente es una luciferasa termoestable de Photuris pennsylvanica o una secuencia con una 
identidad de al menos un 70 % (por ejemplo, > 70 %, >80 %, >90 %, > 95 %) con la misma). Se describen indicadores 
bioluminiscentes de ejemplo, por ejemplo, en la solicitud de patente de Estados Unidos n.º 2010/0281552 y la solicitud 
de patente de Estados Unidos N.º 2012/0174242. 
 25 
En algunas realizaciones, la proteína indicadora bioluminiscente comprende NANOLUC (véase la solicitud de patente 
de Estados Unidos n.º 2010/0281552 y 2012/0174242). En algunas realizaciones, la proteína indicadora 
bioluminiscente comprende un polipéptido con al menos un 70 % de identidad (por ejemplo,> 70 %, >80 %, >90 %, 
>95 %) con la SEQ ID NO: 1 que retiene las características bioluminiscentes. En determinados ejemplos, el uso de la 
enzima NANOLUC, o una variante de la misma, proporciona características (por ejemplo, intensidad de señal, brillo, 30 
alta salida de luz, espectro estrecho, etc.) que permiten el uso de los ensayos BRET descritos en el presente 
documento. En algunos ejemplos, la alta salida de luz de NANOLUC permite la baja concentración (por ejemplo, <1 
µM, <100 nM, <10 nm, <1 nm, etc.) de componentes del ensayo, por ejemplo, ADN que codifica NANOLUC, útil para 
realizar ensayos en condiciones fisiológicamente relevantes. En algunos ejemplos, NANOLUC permite el uso de BRET 
en la caracterización de dianas celulares identificadas en un cribado fenotípico. 35 
 
En algunos ejemplos, se proporciona un sustrato para la proteína indicadora bioluminiscente. En algunos ejemplos, la 
proteína indicadora bioluminiscente convierte el sustrato en un producto de reacción y libera energía luminosa como 
subproducto. En algunos ejemplos, el sustrato es un sustrato para una enzima luciferasa. En algunos ejemplos, el 
sustrato es una variante estructural o derivado de coelenterazina (por ejemplo, furimazina). En algunos ejemplos, el 40 
sustrato es un sustrato para una enzima luciferasa modificada mejorada de Oplophorus, por ejemplo, enzima 
NANOLUC de Promega Corporation (por ejemplo, SEQ ID NO:1). En algunos ejemplos, se proporciona un prosustrato 
para la proteína indicadora bioluminiscente, que produce un sustrato a través de un proceso químico o físico (por 
ejemplo, hidrólisis, reacción enzimática, foto-escisión, etc.). En algunos ejemplos, el prosustrato comprende 
coelenterazina, un derivado de coelenterazina, un equivalente estructural o funcional de coelenterazina, una molécula 45 
sustancialmente equivalente a la coelenterazina (por ejemplo, estructural y/o funcionalmente), o una molécula 
funcional o estructuralmente similar a la coelenterazina. En algunos ejemplos, la proteína indicadora bioluminiscente 
convierte la coelenterazina, el derivado de coelenterazina, el equivalente estructural o funcional de coelenterazina, o 
el equivalente sustancial de coelenterazina en coelenteramida, un derivado de coelenteramida, un equivalente 
estructural o funcional de coelenteramida, o un equivalente sustancial de coelenteramida y libera energía luminosa 50 
como subproducto. 
 
En algunas realizaciones, el fluoróforo y el indicador bioluminiscente se seleccionan para mostrar una superposición 
suficiente de emisión (por ejemplo, del indicador bioluminiscente) y los espectros de excitación (por ejemplo, del 
fluoróforo) para proporcionar una transferencia de energía eficiente entre los dos (por ejemplo, mediante acoplamiento 55 
dipolo-dipolo no radiativo). En algunos ejemplos, el pico de emisión del indicador bioluminiscente está sustancialmente 
separado del pico de emisión del fluoróforo, por ejemplo, en al menos 80 nm, 100 nm, 120 nm, 140 nm, etc., en 
longitud de onda. En ejemplos concretos, la distancia de Forster del par fluoróforo e indicador bioluminiscente es 
pequeña (por ejemplo, <20 nm, <10 nm, <5 nm, <3 nm, etc.). En tales ejemplos, la corta distancia de Forster da como 
resultado el requisito de que el fluoróforo y el indicador bioluminiscente deben estar muy cerca para que se produzca 60 
la transferencia de energía. Por consiguiente, la corta distancia de Forster reduce la señal aberrante y/o de fondo (por 
ejemplo, creada al difundir fluoróforo y/o indicador). 
 
En determinados ejemplos, se seleccionan un par de fluoróforo e indicador bioluminiscente que son lo suficientemente 
brillantes como para permitir la detección de la señal transferida en una abundancia nativa (o cerca de la abundancia 65 
nativa) de la proteína de interés y/o la diana celular fusionada al indicador bioluminiscente. En algunos ejemplos, si el 
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fluoróforo o el indicador bioluminiscente seleccionados producen una emisión de energía (luz) insuficiente, la fusión 
dela diana celular y el indicador bioluminiscente deberá sobreexpresarse (por ejemplo, más allá de la abundancia 
nativa, más allá de un nivel biológicamente relevante, etc.), y/o la cantidad de agente bioactivo fijado al fluoróforo 
tendrá que incrementarse (por ejemplo, a un nivel potencialmente tóxico, más allá de un nivel fisiológicamente 
relevante, por encima de la cantidad cuando se pueden realizar experimentos cinéticos, etc.). En algunos ejemplos, el 5 
brillo suficiente del indicador bioluminiscente y el fluoróforo permite la detección del agente bioactivo y la interacción 
de la diana celular en un intervalo de concentraciones y relaciones. 
 
En algunos ejemplos, las composiciones, los métodos y sistemas se proporcionan para la identificación de las dianas 
celulares de los compuestos coincidentes que emergen de un ensayo fenotípico o cribado fenotípico. En algunos 10 
ejemplos, tras la identificación de agentes bioactivos capaces de provocar un fenotipo, los "compuestos coincidentes" 
fijados a los fluoróforos se usan para identificar dianas celulares, a través de su enlace con una proteína indicadora 
de bioluminiscencia (por ejemplo, la unión del agente bioactivo a la diana celular da como resultado BRET entre la 
proteína indicadora de bioluminiscencia y el fluoróforo). En tales ejemplos, aunque un fenotipo se ha asociado con un 
agente bioactivo particular, el compañero de interacción (por ejemplo, diana celular) para ese agente bioactivo es 15 
desconocido o es incierto. En algunos ejemplos, un agente bioactivo fijado a un fluoróforo puede regenerar un fenotipo, 
validando así que la fijación del agente bioactivo al fluoróforo (o la diana celular al indicador bioluminiscente) no afecta 
a los patrones de unión celular y/o interrumpe su actividad biológica. En algunos ejemplos, el uso de una biblioteca de 
dianas celulares, cada una fusionada con la proteína indicadora bioluminiscente (por ejemplo, NANOLUC), 
proporciona menos interferencia debido a la baja solubilidad o baja abundancia nativa de la diana celular en 20 
comparación con otros métodos de detección (por ejemplo, análisis de espectrometría de masas). En algunos 
ejemplos, dicho método de detección proporciona un mayor grado de sensibilidad o especificidad. En algunos 
ejemplos, la identificación de la diana mediante el enlace a una proteína indicadora de bioluminiscencia permite la 
detección a través de la transferencia de energía, incluso cuando la unión de la diana es ineficiente o incompleta. En 
algunas realizaciones, la unión de un agente bioactivo (por ejemplo, una molécula pequeña) a una diana celular se 25 
caracteriza mediante un ensayo de unión competitiva (véase la Figura 1C y 1D). En algunos ejemplos, BRET permite 
el análisis de la afinidad de unión del compuesto coincidente en células vivas utilizando el desplazamiento competitivo 
de un trazador fluorescente (por ejemplo, fluoróforo) que se une al mismo sitio en la diana celular. En algunos ejemplos, 
los sistemas y métodos descritos en el presente documento proporcionan la capacidad de usar dos métodos distintos 
para la identificación de la diana, proporcionando así una mayor rigurosidad para identificar dianas celulares, los 30 
métodos complementarios que abordan las limitaciones con otros enfoques (por ejemplo, BRET proporciona la ventaja 
de mantener el agente bioactivo en equilibrio con la diana durante todo el experimento). 
 
Algunas realizaciones descritas en el presente documento encuentran uso en el descubrimiento de fármacos, 
validación de fármacos, descubrimiento de dianas farmacológicas o validación de dianas farmacológicas. En 35 
determinados ejemplos, se puede detectar, validar y/o caracterizar la interacción de unión entre un agente bioactivo 
(por ejemplo, una molécula pequeña similar a un fármaco) y una diana celular. En algunos ejemplos, la afinidad de 
unión relativa de los agentes bioactivos por una diana celular (por ejemplo, en solución, en un lisado, en una superficie, 
en una célula, etc.), puede determinarse por su capacidad para desplazar un agente bioactivo que ha sido fijado a un 
fluoróforo. Específicamente, una mayor afinidad de unión de un primer agente bioactivo con respecto a un segundo 40 
agente bioactivo se indica al requerir una concentración más baja del primer agente bioactivo para desplazar un agente 
bioactivo fijado en relación con el segundo agente bioactivo. El desplazamiento del agente bioactivo fijado está 
determinado por la pérdida o reducción de la transferencia de energía de la proteína indicadora bioluminiscente 
fusionada a una diana celular. En algunos ejemplos, la concentración de agente bioactivo necesaria para desplazar 
un agente bioactivo fijado se usa para estimar la CE50 de unión o la constante de inhibición (Ki) para el agente bioactivo. 45 
En algunos ejemplos, el desarrollo de agentes bioactivos nuevos o modificados se guía por su capacidad para 
desplazar uno o más agentes bioactivos, cada uno fijado a un fluoróforo, de una o más dianas celulares, cada uno 
fusionada a una proteína indicadora bioluminiscente. 
 
En algunos ejemplos, una colección de compuestos que pueden tener una afinidad de unión desconocida con un 50 
objetivo celular puede analizarse por su capacidad para unir el objetivo fusionado a una proteína bioluminiscente 
determinando su capacidad de desplazar un agente bioactivo fijado a un fluoróforo. En algunos ejemplos, los 
compuestos pueden seleccionarse por su capacidad para unirse a una primera diana celular preferentemente en 
relación con una segunda diana celular por su capacidad de desplazar un primer agente bioactivo fijado desde la 
primera diana celular en relación a un segundo agente bioactivo fijado desde la segunda diana bioactiva. En algunos 55 
ejemplos, el primero y segundo agentes bioactivos fijados son iguales. 
 
En algunos ejemplos, los sistemas y métodos descritos en el presente documento proporcionan la capacidad de 
determinar la afinidad de un agente bioactivo (por ejemplo, compuesto coincidente, hilo de investigación, compuesto 
principal, etc.) para versión o versiones de tipo salvaje y mutantes de una diana celular, por ejemplo, proteína diana. 60 
En algunos ejemplos, la caracterización de la afinidad y la selectividad del agente bioactivo marcado con fluorescencia 
(por ejemplo, fármaco) a una proteína mutante relevante para la enfermedad puede realizarse en las células. Dichos 
sistemas y métodos pueden ser útiles para identificar uno o más agentes bioactivos (por ejemplo, fármaco) que se 
unen selectivamente a una proteína de tipo salvaje o mutante de forma diferencial. 
 65 
Además de las dianas principales, las dianas previstas y/o dianas conocidas, los agentes bioactivos (por ejemplo, 
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compuestos coincidentes) también pueden unirse a dianas celulares inesperadas y/o no deseadas (aparte de las 
dianas). En algunos casos, la unión fuera de la diana de un agente bioactivo es responsable de una parte de los 
efectos terapéuticos y/o adversos asociados con la administración del agente bioactivo. En algunos ejemplos, los 
sistemas y métodos descritos en el presente documento proporcionan la capacidad para identificar las no dianas de 
un agente bioactivo. Comprender la identidad y el alcance de la unión del agente bioactivo fuera de la diana 5 
proporciona información valiosa sobre la farmacología del agente. 
 
En algunos ejemplos, los sistemas y métodos descritos en el presente documento proporcionan la capacidad de 
estimar las características de unión de un agente bioactivo fijado con un fluoróforo a una diana celular fusionada a un 
indicador bioluminiscente (por ejemplo, CE50, Kd, velocidad de unión, influencias medioambientales, etc.) En algunos 10 
ejemplos, las características de unión se correlacionan con las características bioquímicas, físicas o fenotípicas 
relacionadas con la diana celular. En algunos ejemplos, el perfil cinético de la formación o disolución del complejo 
BRET se puede utilizar para inferir las velocidades de asociación o disociación de los agentes bioactivos no fijados. 
En algunos ejemplos, estas velocidades de asociación/disociación se pueden utilizar para estimar los tiempos de 
residencia del fármaco para dianas individuales dentro de las células intactas. En algunos ejemplos, los sistemas y 15 
métodos son útiles en estudios de mecanismo de acción molecular termodinámico (MMOA) sobre interacciones 
entrópicas frente a entálpicas. En algunos ejemplos, el desplazamiento del agente bioactivo fijado por un agente 
separado puede producirse a través de sitios separados en la diana celular. En algunos ejemplos, las características 
de unión del agente bioactivo fijado pueden usarse para determinar la influencia de la modificación postraduccional 
(por ejemplo, escisión, fosforilación, metilación, acetilación, lipidación, etc.), translocación intracelular (por ejemplo, 20 
movimiento hacia un núcleo, mitocondrias, membrana, etc.), o interacción de proteínas (por ejemplo, interacciones 
con otras proteínas, ácidos nucleicos, lípidos, etc.) en la diana celular. Un ejemplo es determinar las características 
de unión de un anticuerpo a una diana celular por su influencia en las características de unión del agente bioactivo 
fijado. En algunos ejemplos, las características de unión del agente bioactivo fijado pueden usarse para determinar la 
influencia de las modificaciones químicas o la transformación del agente bioactivo o el fluoróforo fijado (por ejemplo, 25 
metabolismo intracelular, cambio en estado iónico, etc.). 
 
En algunos ejemplos, la diana celular puede comprender más de un componente molecular. Por ejemplo, la diana 
puede comprender más de un polipéptido y además puede comprender otras moléculas naturales o sintéticas (por 
ejemplo, grupos prostéticos, cofactores, metabolitos, ácidos nucleicos, lípidos, hidratos de carbono, etc.). En algunos 30 
ejemplos, un agente bioactivo fijado a un fluoróforo se une a un primer componente molecular, y un indicador 
bioluminiscente se fusiona a un segundo componente molecular, de modo que se produce una señal del agente 
bioactivo fijado cuando se une al primer componente molecular y el primer componente molecular está muy cerca del 
segundo componente molecular. 
 35 
A priori no es necesario conocer la existencia de una interacción entre un agente bioactivo y la diana celular para 
practicar la invención. En algunos ejemplos, se proporciona detección y/o caracterización de una interacción 
desconocida o no identificada previamente por transferencia de energía. Las ventajas de los sistemas, composiciones 
y métodos descritos en el presente documento, sobre otros métodos de descubrimiento de dianas pueden incluir: una 
amplia gama de posibles concentraciones de agente bioactivo porque (en algunos ejemplos) no es necesaria su 40 
expresión dentro de las células (por ejemplo, permite la adición de suficiente fluoróforo aceptor para generar una señal 
detectable), concentración de proteína natural de la diana celular (por ejemplo, no hay necesidad de sobreexpresión 
para obtener suficiente señal para la detección), señal detectable en un lector de placas (por ejemplo, detección de 
alto rendimiento, no es necesaria la imagen), detección de interacciones dentro de una célula, etc. 
 45 
En algunos ejemplos, los agentes bioactivos (por ejemplo, compuestos coincidentes) se conjugan con un colorante 
aceptor de energía fluorescente y, por lo tanto, la unión del agente modificado a su diana celular fusionada con 
luciferasa (por ejemplo, fusionada a NANOLUC) da como resultado la transferencia de energía de NANOLUC al 
colorante aceptor. Tal sistema proporciona un ensayo homogéneo que se puede realizar en células vivas. En algunos 
ejemplos, el agente bioactivo marcado permanece en equilibrio con la diana celular durante todo el experimento, lo 50 
que permite la detección de dianas que interaccionan con los compuestos coincidentes con baja afinidad. En algunos 
ejemplos, BRET permite mediciones de afinidad de unión en células vivas mediante el desplazamiento competitivo de 
un trazador fluorescente diseñado para el mismo sitio de unión. 
 
En algunos ejemplos, la eficiencia BRET se ve significativamente mejorada por las características técnicas de 55 
NANOLUC como donante de energía en comparación con otras luciferasas. Por ejemplo, NANOLUC es 
significativamente más brillante que otras luciferasas de uso habitual para BRET, lo que permite cuantificar la 
transferencia de energía a niveles de expresión más bajos que son más adecuados para mantener una biología 
relevante dentro de una célula. En algunos ejemplos, el estrecho espectro de emisión de NANOLUC aumenta el 
intervalo dinámico al reducir el cruce espectral en el canal aceptor. En algunos ejemplos, el intervalo dinámico se 60 
puede aumentar aún más mediante el uso de aceptores de longitud de onda larga que emiten en la región del rojo 
cercano del espectro (600 a 650 nm). En algunos ejemplos, La evaluación de múltiples ligandos de colorante durante 
el desarrollo de las realizaciones de la presente invención reveló que los análogos de rodamina (por ejemplo, el 
análogo de carboxirodamina), tales como los descritos en el documento WO2013/078244, ofrece un intervalo dinámico 
óptimo para su uso con NANOLUC y/o en las aplicaciones BRET descritas en el presente documento. 65 
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PARTE EXPERIMENTAL 
 
Ejemplo 1 
 
Se realizaron experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invención para demostrar el 5 
rendimiento mejorado de los conjugados trazadores de PBI y se compararon con los conjugados con colorantes 
estándar para aplicaciones de trazadores de fármacos. En este ejemplo, los conjugados de ácido suberoilanilida 
hidroxámico (SAHA), un inhibidor de la histona desacetilasa 6 (HDAC6) y un colorante PBI (SAHA-TOM (PBI-4968); 
véase la figura 8) o colorante estándar (SAHA-TAMRA (PBI-4967); véase la figura 8) se utilizaron en un ensayo BRET 
intracelular utilizando una proteína de fusión NanoLuc-HDAC (SEQ ID NO:3). 10 
 
Las células HEK293 se transfectaron usando FuGene HD (Promega Corp.) con ADN plasmídico que codifica una 
proteína de fusión NanoLuc-HDAC6. El ADN DE NanoLuc-HDAC6 se diluyó 1:1000 con un ADN vehículo sin promotor 
(pGEM3Z) para producir una concentración final de ADN total de 50 ng/pocillo en formato de placa de 96 pocillos (a 
una densidad de siembra de 20.000 células/pocillo). Veinticuatro horas después de la transfección, las células se 15 
incubaron después con un trazador diluido en serie en presencia o ausencia de un exceso molar de SAHA no marcado 
(como control de la especificidad). Después del equilibrio con los trazadores de fármacos, se añadió furimazina (un 
sustrato derivado de coelenterazina para NanoLuc; Promega Corp.) a una concentración de 20 µM, y el BRET se 
cuantificó en un luminómetro Varioskan. La señal BRET específica se calculó restando la señal no específica (en 
presencia de SAHA sin marcar) de la señal generada solo por el trazador SAHA. 20 
 
Los resultados en la figura 2 demuestran que el conjugado/trazador SAHA-TOM (PBI-4968) generó una señal superior 
específica de BRET en comparación con SAHA-TMR (PBI-4967) y también generó un valor de CE50 desplazado a la 
izquierda para la unión dentro de las células vivas. Como conjugado de fármaco para aplicaciones BRET, el beneficio 
del colorante PBI-4968 TOM sobre otros fluoróforos de uso habitual se puede aplicar a ensayos de unión competitiva 25 
o detección de identificación de dianas (proteómica química) utilizando bibliotecas de proteínas de fusión NANOLUC. 
 
Si bien este ejemplo demuestra la unión de un trazador de fármacos a una diana de alta afinidad conocida, en otras 
realizaciones, dicho trazador se combina con una biblioteca de proteínas de fusión NANOLUC para perfilar afinidades 
y especificidades relativas a fármacos en familias de dianas. En tales ejemplos, los esfuerzos de elaboración de perfiles 30 
ayudan en la identificación de fármacos con perfiles de unión promiscuos, que puede correlacionarse con los efectos 
secundarios indeseables del fármaco in vivo. 
 
Ejemplo 2 
 35 
Se llevaron a cabo experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invención para demostrar el 
beneficio inesperado de niveles bajos de expresión de NanoLuc para aplicaciones BRET. 
 

A) Las células HEK293 se transfectaron usando Fugene HD con cantidades variables de ADN NanoLuc-HDAC6 y 
se sembraron en un formato de placa de 96 pocillos. Para la transfección, el ADN de NanoLuc-HDAC6 se diluyó 40 
con ADN vehículo sin promotor (pGEM3Z). La concentración final de ADN/pocillo permaneció en 50 ng/pocillo; no 
obstante, el ADN de NanoLuc-HDAC6 se diluyó a 1:10, 1:100 y 1:1000 (a una densidad de siembra de 20.000 
células/pocillo en formato de 96 pocillos). Veinticuatro horas después de la transfección, las células se trataron con 
SAHA diluido en serie en presencia de una concentración fija (1 µM) de SAHA-TOM (PBI-4968; véase la figura 8) 
conjugado. Después de dos horas de incubación, se añadió furimazina a 20 µM y se detectó BRET en un 45 
luminómetro Varioskan. Los resultados en la figura 3 demuestran que se requirió una dilución inesperadamente 
alta de ADN que codifica la fusión NanoLuc para lograr la señal adecuada de fondo para las aplicaciones BRET. 
B) El ADN que codifica una proteína de fusión NanoLuc-Histamina HI (GPCR) se transfectó en células HEK293 
usando cantidades variables de ADN que van desde sin diluir a 1:10.000 (diluido con ADN vehículo sin promotor 
(pGEM3Z como se ha descrito anteriormente) para mantener una cantidad constante de ADN/transfección como 50 
se ha descrito anteriormente). Veinticuatro horas después de la transfección, las células se trataron con 
mepiramina-bodipy-633 (CellAura) diluido en serie y se equilibraron durante 2 horas. A continuación, se trataron 
las células con furimazina a una concentración de 20 µM, y se detectó BRET en un luminómetro Varioskan. 

 
Los resultados en la figura 3B indican que se requería una gran dilución de ADN que codifica la fusión NanoLuc para 55 
generar una interacción de alta afinidad con una señal de fondo óptima. La capacidad de diluir las proteínas de fusión 
NanoLuc a niveles extremadamente bajos es beneficiosa en varias aplicaciones BRET, incluyendo ensayos de unión 
competitiva o detección selectiva de identificación de dianas (proteómica química) de las proteínas de fusión NanoLuc. 
 
Ejemplo 3 60 
 
Se llevaron a cabo experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invención para demostrar el 
valor predictivo de la medición de BRET intracelular para cuantificar la unión de profármacos en comparación con los 
formatos bioquímicos tradicionales (en función de la actividad). El ejemplo incluye el profármaco natural, FK228, que 
requiere la activación del ambiente reductor del citoplasma celular y capacidad de unión a HDAC6. 65 
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Las células HEK293 se transfectaron con ADN que codifica NanoLuc-HDAC6 a una dilución 1:1000 con ADN vehículo 
como se ha descrito previamente. Veinticuatro horas después de la transfección, las células se incubaron con 
profármacos naturales diluidos en serie, FK-228; en presencia de una concentración fija (1 μM) de conjugado SAHA-
TOM (PBI-4968). Para realizar una comparación, se realizó en paralelo un ensayo bioquímico HDAC6 en función de 
la actividad. Brevemente, se realizó una dilución en serie de 3 veces de FK-228 (n.º S3020 en el catálogo de 5 
Selleckchem) a 100X en DMSO al 100 % en pocillos de una placa de 96 pocillos. Se añadió una alícuota de 5 µl de 
esta serie de titulación 100X/DMSO al 100 % a 245 µl de tampón de ensayo HDAC-Glo™ l/ll solo (Promega Corp.) o 
245 µl de tampón de ensayo HDAC-Glo™ l/ll suplementado con 2X (0,5 mM) de DTT para hacer una serie de titulación 
intermedia maestra 2X/DMSO al 2 % de FK-228 en pocillos de una placa de 96 pocillos. De esta serie maestra de 
titulación intermedia, se transfirieron 5 µl de réplicas a los pocillos de una placa de ensayo blanca de 384 pocillos 10 
(Corning 3673). A todos los pocillos se añadieron 5 µl de 2X (2 nM) DE HDAC 6 (n.º de catálogo BPS Bioscience 
50006) para una concentración final 1 nM de HDAC6/pocillo. Las mezclas de enzima/inhibidor de 10 µl durante 45 
minutos a temperatura ambiente. Se añadió un volumen igual (10 µl) de Reactivo de detección final HDAC-Glo™ l/ll 
(Promega Corp.) a todos los pocillos (20 µl de volumen de ensayo final), y se midió la luminiscencia después de 10 
minutos de incubación a temperatura ambiente. Para todas las condiciones de prueba, la concentración final de 15 
sustrato HDAC-Glo™ l/ll fue de 50 µM. Los datos se representaron (respuesta a la dosis sigmoidal - pendiente variable) 
usando el software Prism™ de GraphPad (sin DTT: círculos cerrados; DTT 0,25 mM: cuadrados abiertos). 
 
Los resultados en las figuras 4A y 4B indican el requisito del medio celular para medir la unión de profármacos que la 
célula debe procesar para activarse. 20 
 
Ejemplo 4 
 
Se llevaron a cabo experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invención para demostrar el uso 
de agentes de permeabilización para introducir trazadores de fármacos impermeables en las células. 25 
 
Las células HEK293 se transfectaron con ADN que codifica PKCalfa (PKCa)-NanoLuc o NanoLuc-PKCalfa a una 
dilución de 1:1.000 de ADN con ADN vehículo sin promotor como se ha descrito anteriormente. Veinticuatro horas 
después de la transfección, las células se trataron con o sin digitonina hasta una concentración final de 50 µg/ml. A 
continuación, las células se trataron con un conjugado de estaurosporina-PBl-colorante diluido en serie (PBl-5129; 30 
véase la Figura 8). Las células se incubaron conjuntamente en presencia o ausencia de estaurosporina no conjugada 
5 μM como control de especificidad para la unión. Después de dos horas de equilibrio con un trazador, se añadió 
furimazina a una concentración final de 20 µM y las proporciones de BRET se midieron en un luminómetro Varioskan 
(figuras 5A y 5B). 
 35 
En un segundo experimento, las células PKCa-NanoLuc transfectadas de forma idéntica se trataron con digitonina 
diluida en serie antes del tratamiento con una concentración fija del trazador estaurosporina-TOM (PBl-5129; véase la 
figura 8) (concentración final 5 μM) en presencia o ausencia de estaurosporina 5 μM sin marcar (control de 
especificidad) (figuras 5C). 
 40 
Las figuras 5A-C demuestran la capacidad de usar el agente de permeabilización para potenciar la entrada de 
trazadores de fármacos impermeables y se aplican a los cribados proteómicos químicos en función de BRET de las 
bibliotecas de proteínas de fusión NanoLuc™. 
 
Ejemplo 5 45 
 
Se llevaron a cabo experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invención para demostrar el uso 
de NanoLuc/BRET para medir afinidades relativas de fármacos en células vivas. En algunos ejemplos, se configuran 
experimentos similares para optimizar los hilos de los cribados químicos de alto rendimiento. 
 50 
Las células HEK293 se transfectaron con ADN que codifica una proteína de fusión NanoLuc-p38 (a una concentración 
final de ADN de 50 ng/pocillo en formato de 96 pocillos). Veinticuatro horas después de la transfección, las células se 
trataron con BIRB-796 o PBI-4835 diluidos en serie en presencia de PBI-4838 0,5 µM (derivado conjugado de BIRB; 
véase, por ejemplo, documento WO2013/078244. 
 55 
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Después de dos horas de equilibrio, se añadió furimazina a una concentración de 20 µM y se midió BRET en un 
luminómetro Varioskan. 
 5 
La figura 6 demuestra que las curvas BRET de dosis-respuesta apoyan la mayor afinidad conocida de BIRB-796 sobre 
PBI-4835 ("Derivado de BIRB"). La capacidad para medir las afinidades relativas de los fármacos no marcados se 
puede aplicar a los cribados de HTS, optimización principal o aplicaciones de proteómica química. En algunas 
realizaciones, se configuran experimentos similares para caracterizar compuestos coincidentes optimizados a partir 
de cribados químicos de alto rendimiento (por ejemplo, los compuestos con valores de CI50 más bajos para el 10 
desplazamiento del trazador indicarían una mayor eficiencia de unión a la diana de interés). 
 
Ejemplo 6 
 
Se llevaron a cabo experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invención para demostrar el uso 15 
de NanoLuc/BRET para monitorizar la cinética de unión en las células vivas. En algunos ejemplos, se configuran 
experimentos similares para optimizar los hilos de los cribados químicos de alto rendimiento. 
 
Las células HEK293 se transfectaron con ADN que codifica una fusión NanoLuc-p38 (a una concentración final de 
ADN de 50 ng/pocillo en formato de 96 pocillos). Veinticuatro horas después de la transfección, las células se 20 
pretrataron durante 2 horas con furimazina protegida (PBI-4378; véase la figura 8) hasta una concentración final de 
20 µM. La BRET se midió en el tiempo en un luminómetro Varioskan ajustado a 37 °C. Después de una breve lectura 
previa, las células fueron estimuladas con concentraciones variables de PBI-4838 (en presencia o ausencia de 
BIRB796 1 μM como control de especificidad). La dosis y los aumentos dependientes del tiempo en BRET se 
monitorizaron cinéticamente durante 4 horas. 25 
 
En un experimento separado, las células transfectadas se pretrataron con PBI-4377 20 μM y PBI-4838 1 μM para 
generar una señal BRET constante. 
 

 30 
 

Después de una breve lectura previa, las células fueron estimuladas con BIRB-796 1 μM sin marcar y el 
desplazamiento competitivo se monitorizó mediante BRET en tiempo real. 
 
Los resultados en la figura 7A-B apoyan el uso de BRET para mediciones cinéticas del acoplamiento de la diana en 35 
células vivas. Dichos formatos pueden explotarse para HTS o la detección de proteómica química de proteínas de 
fusión NanoLuc en células vivas. En algunos ejemplos, se configuran experimentos similares para caracterizar 
compuestos principales optimizados a partir de cribado químico de alto rendimiento (por ejemplo, compuestos con 
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cinética de asociación o disociación alterada respecto a la diana de interés). Además de proporcionar una medida de 
afinidades relativas del compuesto, tales mediciones cinéticas de BRET podrían permitir evaluaciones cuantitativas 
del tiempo de residencia diana bioquímicamente o dentro de células intactas 
 
Ejemplo 7 5 
 
El ejemplo siguiente se refiere al uso de sustratos NANOLUC específicos (véase la figura 8) o componentes 
enzimáticos para discriminar la localización subcelular de un evento de unión a fármacos usando BRET. 
 
La separación física de polipéptidos o péptidos enzimáticos NANOLUC complementarios permite el aislamiento de la 10 
señal NANOLUC (donante) al espacio extracelular. Por ejemplo, el péptido señal pequeño está fijado genéticamente 
a un receptor de superficie celular. Tras la adición exógena del polipéptido señal grande al medio celular, la señal del 
donante está aislada del espacio extracelular. Este aislamiento de señal aumenta la proporción señal/fondo generada 
en varias aplicaciones BRET, incluida la proporción unión/desplazamiento del trazador de fármacos. 
 15 
En algunos ejemplos, se utilizan fusiones de proteína NANOLUC de longitud completa si se aplica un sustrato 
NANOLUC impermeable. 
 
Ejemplo 8 
 20 
Lo siguiente proporciona esquemas de síntesis para compuestos de ejemplo que encuentran uso en realizaciones de 
la presente invención. 
 
SAHA amina protegida con Boc 
 25 
El ácido 7-tritiloxicarbamoil heptanoico (200 mg, 463 μmol) se combinó con 4-[(N-Boc)aminometil]anilina (113 mg, 510 
μmol), HBTU (352 mg, 927 μmol) y trietilamina (194 μl, 1,4 mmol) en 3 ml de DMF. La reacción se agitó durante la 
noche, a continuación se adsorbió sobre Celite, y el producto se obtuvo por cromatografía en columna eluyendo con 
un gradiente de 0-> 100 % de EtOAc en heptanos. Calculado para M + H: 635,3; observado 635,9 
 30 
SAHA amina 
 
El ácido suberoil(4-[(N-Boc)aminometil]anilida)hidroxámico (286 mg, 450 mmol) se disolvió en 2 ml de DCM al que se 
añadieron 0,25 ml de TIS. A continuación se añadió ácido trifluoroacético (0,9 ml) y la reacción se agitó durante 30 
minutos. Los disolventes se eliminaron a presión reducida, y el producto de reacción en bruto pudo purificarse por 35 
HPLC preparativa o usarse sin purificación adicional. 
 
PBI-4967 SAHA-TAMRA 
 

 40 
 

El producto bruto de la reacción del ácido suberoil[4-(aminometil)anilida]hidroxámico (27 mg) se combinó con 4 mg 
(7,6 μmol) de éster de tetrametilrodamina6-succinimidilo en 1 ml de DMF con 5 gotas de TEA. Después de 30 minutos, 
la reacción se diluyó con H2O y MeCN, y el producto se aisló por HPLC preparativa (5-> 60 % de MeCN en TFA acuoso 
al 0,1 %). La liofilización de las fracciones apropiadas produjo el producto deseado como un sólido magenta. Calculado 45 
para H + H: 706,3; observado 706,6. 
 
PBI-4968 SAHA-TOM 
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El producto de reacción bruto de ácido suberoil[4-(aminometil)anilida]hidroxámico (8 mg) se combinó con 5 mg (7,6 
μmol) de éster de 6-succinimidilo TOM en 0,8 ml de DMF con 3 gotas de TEA. Después de 30 minutos, la reacción se 
diluyó con H2O y MeCN, y el producto se aisló por HPLC preparativa (5-> 60 % de MeCN en TFA acuoso al 0,1 %). 5 
La liofilización de las fracciones apropiadas produjo el producto deseado. Calculado para M + H: 838,4; observado 
838,7 
 
Estaurosporina-amina 
 10 
El p-nitrofenilcarbamato de estaurosporina (3 mg, 4,8 μmol) se disolvió en 0,5 ml de DMF y se trató con un exceso de 
cadaverina. La reacción se calentó en un baño de aceite a 70 °C durante 2 horas, después se diluyó con H2O, se 
acidificó con ácido fórmico y se sometió a HPLC preparativa eluyendo con 25 % -> 75 % de MeCN en NH4OAc 10 mM 
acuoso. Las fracciones apropiadas se liofilizaron para proporcionar un sólido ligeramente amarillo. Calculado para M 
+ H: 595,3; observado 595,5 15 
 
PBI-5129 Estaurosporina-TOM 
 

 
 20 

Se disolvió 5-aminopentilcarboxamida de estaurosporina (5 mg, 8,4 μmol) en 1 ml de DMF y se trató con trietilamina 
y TOM 6-SE (4 mg, 6 μmol). La reacción se controló mediante HPLC analítica. Tras finalizar la reacción, se añadieron 
MeCN y H2O, y el TEA se neutralizó mediante la adición de una pequeña cantidad de AcOH. La HPLC preparativa (25 
% -> 100 % de MeOH en NH4OAc 10 mM) y la concentración posterior produjeron 1,8 mg de un sólido azul oscuro. 
Calculado para M + H: 1139,5; observado 1139,8. 25 
 
Dasatinib-TOM 
 
TOM-pentilamina 
 30 
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El ácido TOM 6-carboxílico (26 mg, 46 μmol) se agitó en 1 ml de DMF con 2 equivalentes de trietilamina y se trató con 
TSTU (17 mg, 56,5 μmol, 1,2 equiv), y la reacción se controló mediante HPLC. Después de 40 minutos, la reacción se 
añadió a una solución de cadaverina (94 mg, 0,92 mmol, 20 equiv.) en 0,5 ml de DMF y se agitó durante 20 minutos. 5 
A continuación, la reacción se neutralizó mediante la adición de TFA y se diluyó con MeCN y agua. La HPLC 
preparativa (25-> 100 % de MeCN en TFA acuoso al 0,1 %) y la posterior liofilización proporcionaron el producto 
deseado como un sólido púrpura. LCMS: Calculado para ((M + 2H)/2) 324,4; observado 324,3. 
 
Dasatinib-TOM 10 
 

 
 

Dasatinib (25 mg, 51 μmol) se combinó con cloroformiato de p-nitrofenilo (14 mg, 69 μmol, 1,36 equiv.) y 30 µl de TEA 
en 0,9 ml de DMF:THF 2:1. La reacción se agitó durante la noche y luego se añadieron 35 mg de cloroformiato de p-15 
nitrofenilo adicional. Después de agitar durante 24 horas adicionales, © el volumen de la reacción se añadió a una 
solución de 7 mg (10 μmol) de TOM-pentilamina en 0,5 ml de DMF y 30 μl de TEA. A continuación, la reacción se agitó 
durante 1 hora, seguido de dilución con MeCN y agua y purificación mediante HPLC preparativa. La liofilización 
proporcionó el producto deseado como un sólido púrpura. MS: Calculado para ((M + 2H)/2) 580,8; observado 581,0. 
 20 
Purvalanol-TOM PBI 5077 
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El purvalanol (10 mg, 23 μmol) se agitó en 1 ml de DMF con 20 mg de TEA (198 μmol) y se trató con 7,7 mg (25,4 
μmol, 1,1 equiv) de TSTU. Después de 30 minutos, la reacción se diluyó con Et2O y la mitad del volumen de reacción 
total se añadió a un vial que contenía 6 mg (9 μmol) de TOM (5-aminopentil) -6-carboxamida. La reacción se agitó 5 
durante 3 horas y los compuestos orgánicos volátiles se eliminaron a presión reducida. La solución de DMF resultante 
se diluyó con agua y MeCN y se acidificó con TFA, a continuación, el producto se aisló mediante HPLC preparativa 
(25-> 100 % de MeCN en 0,1 % de TFA acuoso) y posterior liofilización para producir 3,5 mg de un sólido púrpura. 
MS: Calculado para M + H: 1061,5, observado 1061,6. 
 10 
Ejemplo 9 
 
Uso de Renilla Luciferasa o NanoLuc luciferasa en el método de identificación de compuestos de la presente 
invención 
 15 
Las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmídico que codifica NanoLuc-p38alfa o Renilla Luc-p38alfa usando 
Fugene HD (Promega Corporation) a una proporción de lípido:ADN a 3:1 y se sembró en placas de 96 pocillos a una 
densidad de 20.000 células por pocillo (para dar 50 ng/pocillo de ADN). 24 horas después de la transfección, el medio 
celular se reemplazó con medio sin suero (OptiMEM) y se incubó con PBI-4838 diluido en serie (derivado DE BIRB796 
conjugado con colorante TOM) en presencia/ausencia de BIRB796 a 1 µM. Las células se incubaron a 37 °C durante 20 
dos horas. A las muestras que expresan NanoLuc, se añadió furimazina a una concentración final de 20 µM. A las 
muestras que expresan Renilla Luc, se añadió coelenterazina nativa a una concentración final de 20 µM. A 
continuación, el BRET se midió en un luminómetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda de 450 nm y de 
paso largo de 630 nm. La proporción BRET se determinó dividiendo la señal en el canal 630 por la señal en el canal 
450. 25 
 
La figura 9 demuestra que tanto la Renilla luciferasa como la luciferasa NanoLuc pueden usarse en el método de la 
presente invención. Tras el tratamiento de las células que expresan NanoLuc-p38alfa o Renilla Luc-p38alfa con PBI-
4838 diluido en serie, se observó un incremento de BRET dependiente de la dosis. Las concentraciones saturantes 
de BIRB-796 sin marcar pueden bloquear esta señal BRET, lo que indica especificidad de unión usando cualquiera de 30 
la fusión de luciferasa a p38alfa. 
 
Ejemplo 10 
 
Comparación de TOM-BIRB frente a TMR-BIRB contra NanoLuc-p38 alfa 35 
 
Como se ha descrito anteriormente, las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmídico que codifica NanoLuc-
p38alfa usando Fugene HD y se sembraron en placas de 96 pocillos (para producir 50 ng/pocillo de ADN). 24 horas 
después de la transfección, el medio celular se reemplazó con medio sin suero (Opti-MEM) y se incubó con PBI-4838 
diluido en serie (derivado de BIRB796 conjugado con colorante TOM) o PBI-4836 (derivado de BIRB conjugado con 40 
colorante TMR) en presencia/ausencia de BIRB796 a 1 μM. Las células se incubaron a 37 °C durante dos horas. A las 
muestras que expresan NanoLuc, se añadió furimazina a una concentración final de 20 µM. A continuación, el BRET 
se midió en un luminómetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda de 450 nm y de paso largo de 630 nm. 
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La proporción BRET se determinó dividiendo la señal en el canal 630 por la señal en el canal 450. 
 
La figura 11 demuestra otro ejemplo del aumento de la potencia del aducto de TOM sobre el aducto de TMR para 
unirse a una proteína diana en un formato basado en células. Las curvas dosis-respuesta para la unión de NanoLuc-
p38alfa indican una CE50 de 38 nM para el conjugado BIRB-TOM, en comparación con una CE50 de 450 nM para el 5 
conjugado BIRB-TMR. La afinidad notificada de BIRB-TOM es más consistente con los informes de la bibliografía en 
comparación con BIRB-TMR (Chem Biol Drug Des 2009; 74: 547-559). 
 
Ejemplo 11 
 10 
Comparación de BIM-TOM frente a BIM-TMR contra PKCalfa-NanoLuc 
 
Como se ha descrito anteriormente, las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmídico que codifica PKCalfa-
NanoLuc (diluido a 1:1000 en ADN vehículo pGEM3Z) usando Fugene HD y se sembraron en placas de 96 pocillos 
(para producir 50 ng/pocillo de ADN total). 24 horas después de la transfección, el medio celular se reemplazó con 15 
medio sin suero (Opti-MEM) y se incubó con PBI-5075 diluido en serie (BIM conjugado con colorante TOM) o PBI-
5051 (BIM conjugado con colorante TMR) en presencia/ausencia de estaurosporina a 5 µM. Las células se incubaron 
a 37 °C durante dos horas. A las muestras que expresan NanoLuc, se añadió furimazina a una concentración final de 
20 µM. A continuación, el BRET se midió en un luminómetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda de 450 
nm y de paso largo de 630 nm. La proporción BRET se determinó dividiendo la señal en el canal 630 por la señal en 20 
el canal 450. Para determinar señales BRET específicas, la proporció BRET a cada concentración de trazador + 
estaurosporina sin marcar se restó de la proporció BRET a cada concentración de trazador sin estaurosporina sin 
marcar. 
 
La figura 12 demuestra otro ejemplo del aumento de la potencia del aducto de TOM sobre el aducto de TMR para 25 
unirse a una proteína diana en un formato de célula permeabilizada. Las curvas dosis-respuesta para la unión PKCalfa-
NanoLuc indican una CE50 de 483 nM para el conjugado BIM-TOM, en comparación con la potencia desplazada 
drásticamente hacia la derecha para el conjugado BIM-TMR. La afinidad notificada de BIM-TOM es más consistente 
con los informes de la bibliografía en comparación con BIM-TMR (J Biol Chem. 25 de agosto de 1991; 266(24):15771-
81.). 30 
 
Ejemplo 12 
 
Identificación de dianas a través de la vía de p38/MAPK-Determinación de la selectividad 
 35 
El siguiente ejemplo sirve para demostrar la capacidad para perfilar la selectividad de un trazador de fármacos contra 
un panel de supuestas dianas dentro de una familia de dianas filogenéticas dadas. Se pueden usar configuraciones 
experimentales similares para identificar la diana de los fármacos marcados con fluorescencia usando BRET en las 
células. Esta configuración puede conducir a la identificación de la diana farmacológica primaria, así como 
interactuadores fuera de la diana. El acoplamiento de múltiples dianas puede ser indicativo de promiscuidad del 40 
fármaco y posibles efectos secundarios del fármaco. Este ejemplo sirve para demostrar la capacidad para medir las 
interacciones de la diana tanto primarias como secundarias a través de BRET. 
 
Las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmídico que codifica LAS fusiones NanoLuc en el extremo N o C a 
varios miembros de la ruta MAPK (Jnk1, Jnk2, Jnk3, p38alfa, p38beta, p38gamma, p38delta, o PKCalfa o MAPK 8, 9, 45 
10, 14, 11, 12 o 13, PKCalfa respectivamente) usando Fugene HD (Promega Corporation) a una proporción de 
lípido:ADN de 3:1 y se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 20.000 células por pocillo (rendimiento 
50 ng/pocillo de ADN). Veinticuatro horas después de la transfección, el medio celular se reemplazó con medio sin 
suero (Opti-MEM) y se incubó con PBI-4838 2 μM en presencia o ausencia de BIRB796 a 4 μM. Las células se 
incubaron a 37 °C durante dos horas. A las muestras que expresan NanoLuc, se añadió furimazina a una concentración 50 
final de 20 µM. A continuación, el BRET se midió en un luminómetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda 
de 450 nm y de paso largo de 630 nm. La proporción BRET se determinó dividiendo la señal en el canal 630 por la 
señal en el canal 450. Para determinar las relaciones de respuesta, los valores de BRET con trazador solo se dividieron 
por los valores de BRET con trazador + BIRB796 no modificado. 
 55 
La Figura 13 indica la selectividad de PBI-4838 a Jnk2, p38beta y p38alfa, consistente con los informes de la 
bibliografía. P38alfa es reconocido como la diana primaria de BIRB796. Sin embargo, las interacciones con dianas 
tales como Jnk2 y p38beta podrían indicar posibles objetivos fuera de la diana. Como cabía esperar, la fusión PKCalfa-
NanoLuc combinada con PBI-4838 mostró una señal BRET específica relativamente pequeña debido a la escasa 
afinidad de BIRB796 por esta diana. 60 
 
Ejemplo 13 
 
Identificación de la diana a través de la vía p38/MAPK- Determinación de afinidad 
 65 
El siguiente ejemplo sirve para demostrar la capacidad para perfilar la afinidad de un trazador de fármacos contra un 
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panel de supuestas dianas dentro de una familia de dianas filogenéticas dada. Se pueden usar configuraciones 
experimentales similares para caracterizar la afinidad del fármaco marcado con fluorescencia por una diana dada 
usando BRET en las células. 
 
Las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmídico que codifica NanoLuc-p38alfa, NanoLuc-p38beta, Jnk2-5 
NanoLuc, PKCalfa-NanoLuc o NanoLuc-HDAC6 utilizando Fugene HD (Promega Corporation) a una proporción de 
lípido:ADN de 3:1 y se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 20.000 células por pocillo (rendimiento 
50 ng/pocillo de ADN). Veinticuatro horas después de la transfección, el medio celular se reemplazó con medio sin 
suero (Opti-MEM) y se incubó con PBI-4838 diluido en serie en presencia o ausencia de BIRB796 a 4 µM. Las células 
se incubaron a 37 °C durante dos horas. Para un conjunto separado de muestras, las células transfectadas se trataron 10 
con BIRB796 diluido en serie en presencia de PBI-4838 1 μM. A las muestras que expresan NanoLuc, se añadió 
furimazina a una concentración final de 20 µM. A continuación, el BRET se midió en un luminómetro Varioskan 
equipado con filtros de paso de banda de 450 nm y de paso largo de 630 nm. La proporción BRET se determinó 
dividiendo la señal en el canal 630 por la señal en el canal 450. 
 15 
Las figuras 14 y 15 demuestran la aparente afinidad de PBI-4838 por Jnk2, p38beta y p38alfa. Como cabía esperar, 
PKCalfa y HDAC6 mostraron relativamente poca señal BRET específica debido a la escasa afinidad de PBI-4838 por 
estas dianas. Adicionalmente, la alta afinidad de BIRB796 por Jnk2, p38alfa, y p38beta se demuestra por 
desplazamiento competitivo en las células. Experimentos similares podrían configurarse para ordenar en orden de 
rango la afinidad de los trazadores de fármacos por un conjunto determinado de dianas (por un aumento en BRET) o 20 
fármacos no modificados (por desplazamiento competitivo). Como se ha indicado anteriormente, las interacciones de 
alta afinidad con las dianas, tales como Jnk2 y p38beta, podrían indicar posibles objetivos fuera de la diana. 
 
Ejemplo 14 
 25 
Determinación de afinidad de un trazador de fármacos para la proteína diana de tipo salvaje frente a la mutante 
 
El siguiente ejemplo sirve para demostrar la capacidad para medir la afinidad relativa de un trazador de fármacos por 
una proteína diana de tipo salvaje frente a la mutante. En este ejemplo, se determinó la afinidad de un compuesto 
iBET marcado con fluorescencia (inhibidor de molécula pequeña que se une a BRD4 impidiendo su interacción con 30 
histonas acetiladas) para la versión mutante y de tipo salvaje (N140A/N433A; carece de la capacidad de unión total a 
iBET) de BRD4 (proteína 4 que contiene bromodominio). Se pueden usar configuraciones experimentales similares 
para caracterizar la afinidad y selectividad del fármaco marcado con fluorescencia por una proteína mutante relevante 
para la enfermedad en las células. Tales experimentos pueden ser útiles para identificar fármacos que se unen 
selectivamente a proteínas de tipo salvaje o mutantes de manera diferencial. 35 
 
Las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmídico que codifica NanoLuc-BRD4 o NanoLuc-BRD4 
(N140A/N433A) usando Fugene HD (Promega Corporation) a una proporción de lípido:ADN de 3:1 y se sembraron en 
placas de 96 pocillos a una densidad de 20.000 células por pocillo (rendimiento 50 ng/pocillo de ADN). Veinticuatro 
horas después de la transfección, el medio celular se reemplazó con medio sin suero (Opti-MEM) y se incubó con PBI-40 
4966 diluido en serie (iBET conjugado con colorante TOM) en presencia/ausencia de iBET a 10 µM. Las células se 
incubaron a 37 °C durante dos horas. A las muestras que expresan NanoLuc, se añadió furimazina a una concentración 
final de 20 µM. A continuación, el BRET se midió en un luminómetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda 
de 450 nm y de paso largo de 630 nm. La proporción BRET se determinó dividiendo la señal en el canal 630 por la 
señal en el canal 450. 45 
 
La figura 16 indica las afinidades relativas de PBI-4966 con BRD4 de tipo salvaje frente a BRD4 mutante. Como cabía 
esperar, se observa una potencia desplazada hacia la derecha con BRD4 mutante que indica una afinidad disminuida 
por PBI-4966. Se podrían configurar experimentos similares para clasificar el orden de afinidad de los trazadores de 
fármacos con mutantes relevantes para la enfermedad de una diana. Este principio podría ampliarse para medir las 50 
afinidades relativas de los fármacos por las proteínas mutantes o de tipo salvaje mediante el desplazamiento 
competitivo del trazador. Dado que el aumento de la señal BRET es solo indicativo de unión a la fusión NanoLuc, este 
método permite medir el acoplamiento de la diana en medio de una mezcla compleja de antígenos similares presentes 
en la muestra de ensayo. Estos antígenos podrían incluir dianas de propiedades similares, pero no idénticas a la diana 
de interés (por ejemplo, para discriminar analitos heterólogos frente a endógenos o analito mutante frente a salvaje, 55 
etc.). 
 
Ejemplo 15 
 
Panel compuesto de cribado para determinar el acoplamiento de la diana 60 
 
El siguiente ejemplo demuestra que el método de la presente invención puede usarse para cribar paneles compuestos 
para determinar el acoplamiento de la diana. Este método de cribado también podría ampliarse a bibliotecas de 
compuestos más grandes (por ejemplo, LOPAC). 
 65 
Las células HEK293 se transfectaron con ADN de NanoLuc-HDAC6 usando Fugene HD y se sembraron en pocillos 
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de una placa de 96 pocillos. Para la transfección, el ADN de NanoLuc-HDAC6 se diluyó con ADN vehículo sin promotor 
(pGEM3Z). La concentración final de ADN/pocillo permaneció en 50 ng/pocillo; sin embargo, el ADN de NanoLuc-
HDAC6 se diluyó a 1:1000 (a una densidad de siembra de 20.000 células/pocillo en formato de 96 pocillos). 
Veinticuatro horas después de la transfección, las células se trataron con inhibidores diluidos en serie (véase la figura 
17) en presencia de una concentración fija (1 µM) de conjugado SAHA-TOM (PBI-4968). Después de dos horas de 5 
incubación, se añadió furimazina a 20 µM y se detectó BRET en un luminómetro Varioskan. 
 
Los resultados en la figura 17 demuestran que los compuestos estructuralmente distintos pueden identificarse 
mediante desplazamiento competitivo de trazadores de fármacos usando el método de la presente invención. 
Adicionalmente, se puede confirmar la potencia relativa de varias clases de compuestos. Los resultados indican poca 10 
o ninguna eficacia de unión de apicidina a HDAC6 en comparación con la alta eficacia de unión de panabinostat o 
SAHA a HDAC6. Esto es consistente con los informes de la bibliografía que utilizan formatos de ensayo ortogonales. 
Este método de cribado podría ampliarse para incluir el cribado de alto rendimiento de bibliotecas químicas grandes 
para identificar/caracterizar nueva materia química con potencial inhibidor contra una diana determinada. 
 15 
Ejemplo 16 
 
Control de interacciones diana-fármaco 
 
Se acepta comúnmente que ocurre un alto grado de BRET no específico en un medio que contiene una luciferasa en 20 
presencia de un fluoróforo de superposición espectral significativa (Couturier 2012). Esto se ha descrito como una 
responsabilidad por el uso de BRET para cribados químicos de alto rendimiento. El siguiente ejemplo sirve para 
demostrar la capacidad de controlar las interacciones fármaco/diana utilizando conjugados fluoróforo-fármaco en 
presencia de una luciferasa, NanoLuc, en medio a intervalos de concentración comúnmente reconocidos como 
problemáticos para BRET. 25 
 
Las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmídico que codifica CDK2-NanoLuc (diluido a 1:100 en ADN 
portador de pGEM3Z) usando Fugene HD (Promega Corporation) a una proporción de lípido:ADN de 3:1 y se 
sembraron en pocillos de placas de 96 pocillos a una densidad de 20.000 células por pocillo (rendimiento de 50 
ng/pocillo de ADN total). Veinticuatro horas después de la transfección, el medio celular se reemplazó con medio sin 30 
suero (Opti-MEM) y se incubó con PBI-5077 diluido en serie (purvalanol B conjugado con colorante TOM) en 
presencia/ausencia de Purvalanol B a 10 µM. Las células se incubaron a 37 °C durante dos horas. 
 
A las muestras que expresan NanoLuc, se añadió furimazina a una concentración final de 20 µM. A continuación, el 
BRET se midió en un luminómetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda de 450 nm y de paso largo de 630 35 
nm. La proporción BRET se determinó dividiendo la señal en el canal 630 por la señal en el canal 450 (figura 18). 
 
Este ejemplo apoya el uso de trazadores de fluoróforos en medio para controlar las interacciones fármaco/diana 
mediante BRET. Co-incubando la muestra (+ trazador de fármaco) con purvalonol B (fármaco no modificado), se puede 
medir la señal BRET no específica entre el NanoLuc y el trazador. Sobre el intervalo de concentración del trazador 40 
probado, esta señal BRET de fondo era baja. Estos resultados demuestran que la unión específica entre el trazador 
del fármaco y la fusión NanoLuc-diana se puede controlar en medio celular a pesar de una superposición espectral 
significativa entre el NanoLuc (donante) y el fluoróforo (aceptor). 
 
Ejemplo 17 45 
 
Cribado de ID de diana utilizando matrices de proteínas 
 
El siguiente ejemplo demuestra la capacidad para generar matrices de fusión NanoLuc usando la expresión libre de 
células y medir la unión al fármaco y la afinidad relativa por BRET. 50 
 
Un panel de 11 quinasas (fusiones NanoLuc en los extremos N y C) que incluyen supuestas dianas de BIRB796 (tales 
como miembros de las familias MAPK y Jnk), las supuestas dianas de Dasatinib (tales como Src y LCK), así como un 
control negativo HDAC6 irrelevante, se expresó en el sistema de transcripción/traducción de reticulocitos de 
acoplamiento rápido TnT® T7 (Promega Corporation) según lo recomendado por el fabricante para crear una matriz 55 
con 23 fusiones NanoLuc diferentes. Cada reacción de TNT® se diluyó a 1:100 en PBS y se sembró en placas 
replicadas en pocillos de placas de 96 pocillos. La matriz de fusión NanoLuc se cribó con 2 trazadores de fármacos 
TOM diferentes (BIRB-TOM; PBI-4838 y Dasatinib-TOM; PBI-5170) en presencia y ausencia de exceso de fármaco 
libre relevante. Para cada reacción TNT®, se realizaron 4 réplicas con BIRB TOM 2 μM/4 réplicas con BIRB-TOM 2 
μM + BIRB796 4 μM (total de 2 placas de 96 pocillos) y 4 réplicas con Dasatinib-TOM 1μM/4 réplicas con Dasatinib-60 
TOM 1 μM + Dasatinib 5 μM (total de 2 placas de 96 pocillos). Las reacciones se incubaron con mezcla constante 
durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de la incubación, se añadió furimazina a una concentración final 
de 20 µM. A continuación se midió el BRET en un luminómetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda de 
450 nm y paso largo de 610 nm. La proporción BRET se determinó dividiendo la señal en el canal 610 por la señal en 
el canal 450. Para determinar las relaciones de respuesta, los valores de BRET con trazador solo se dividieron por los 65 
valores de BRET con trazador + sin modificar. 
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Los resultados (Figura 19) demuestran la selectividad del trazador BIRB-TOM para JNk2, JNk3, MAPK14, MAPK11 y 
MAPK13, así como la selectividad del trazador Dasatinib-TOM para ABL1, Src, LCK, MEK5, MAPK11 y MAPK14 
consistentes con los informes en la bibliografía. Estos resultados demuestran la capacidad para perfilar el trazador de 
fármacos frente a un panel de supuestas dianas expresadas en el sistema de expresión libre de células e identificar 5 
las coincidencias. Esta configuración de matriz de fusión NanoLuc de proteína sin lavado puede conducir a la 
identificación de la diana primaria del fármaco, así como interactuadores fuera de la diana. 
 
Siguiendo el cribado anterior, las coincidencias e BIRB-TOM se analizaron adicionalmente para determinar la afinidad 
de unión al trazador BIRB-TOM y el desplazamiento competitivo del trazador BIRB TOM con el BIRB796. Los 10 
experimentos de afinidad de unión al trazador BIRB-TOM se realizaron incubando 3 réplicas de las reacciones de TNT 
diluidas con el trazador BIRB-TOM diluido en serie en presencia/ausencia de BIRB796 a 10 µM. Las reacciones se 
incubaron a temperatura ambiente con mezcla constante durante dos horas y después de añadir furimazina a una 
concentración final de 20 µM analizada como se ha descrito anteriormente. Los experimentos de desplazamiento 
competitivo se realizaron incubando 3 réplicas de las reacciones TNT diluidas con BIRB796 diluido en serie en 15 
presencia de un trazador BIRB-TOM a 2 mM. Las reacciones se incubaron a temperatura ambiente con mezcla 
constante durante dos horas y después de añadir furimazina a una concentración final de 20 µM analizada como se 
ha descrito anteriormente. Los resultados de los experimentos de desplazamiento competitivo en la Figura 19 indican 
que BIRB796 tenía la mayor afinidad por MAPK14 y Jnk2 con menor afinidad por MAPK11, MAPK13 y Jnk3. De 
acuerdo con los informes de la bibliografía, BIRB796 se une eficientemente a MAPK14, pero también se acopla a otros 20 
miembros de la familia MAPK y Jnk que indican los objetivos fuera de la diana para BIRB-796. Estos resultados 
demuestran que las coincidencias expresadas en los sistemas de expresión libres de células e identificadas en el 
cribado de la matriz de proteínas pueden analizarse adicionalmente mediante BRET para determinar la afinidad de 
unión al fármaco. Además, los resultados respaldan el uso de sistemas de expresión libres de células para generar 
fusiones de proteínas NanoLuc como analitos adecuados para aplicaciones de acoplamiento a la diana. 25 
 
Ejemplo 18 
 
Nivel de expresión de fusiones NanoLuc 
 30 
El siguiente ejemplo demuestra que la interacción de alta afinidad con el trazador de fármacos con una señal óptima 
de fondo se logra cuando la expresión de la fusión NanoLuc está cerca del nivel endógeno. Como se ha descrito 
anteriormente, se demostró que se requería una dilución 1:1000 del ADN NanoLuc HDAC6 con un ADN portador para 
lograr una interacción de alta afinidad. En este ejemplo, la expresión de diluciones en serie del ADN NanoLuc HDAC6 
se comparó con la expresión del HDAC6 endógeno mediante análisis de transferencia Western. 35 
 
Se sembraron células HEK293 en pocillos de placas de 6 pocillos a 2,5x105 células/pocillo y se transfectaron con PEI 
con cantidades variables de ADN NanoLuc HDAC6. El ADN de NanoLuc HDAC6 se diluyó con un ADN portador que 
no expresa (pCI neo). La concentración final de ADN permaneció en 2 µg/pocillo mientras que el ADN de NanoLuc 
HDAC6 se diluyó a 1:0, 1:10, 1:100,1:1000 y 1:10000. El control fue células no transfectadas. 24 horas después de la 40 
transfección, se retiró el medio y las células se lavaron con PBS y se lisaron durante 10 minutos con 400 μl de tampón 
de lisis de mamífero (Promega) +1:50 de RQ1 ADNasa (Promega) + 1x tampón RQ1. Después de la lisis, se añadieron 
133 μl de tampón de carga SDS 4X a cada pocillo, y se recogieron los lisados celulares, se analizaron en un gel SDS-
PAGE y se electro-transfirieron a una membrana PVDF (Invitrogen). La membrana se bloqueó durante 1 hora con BSA 
al 5 % (Promega) en tampón TBS y se sondeó durante la noche a 4 °C con dilución 1:500 de anticuerpo HDAC6 45 
(Millipore) en TBS suplementado con tween 0,1 % (TBST). Después de 3 lavados en TBST, la membrana se incubó 
con anticuerpo frente a HRP anti-conejo (Jackson) en TBST durante 1 hora, después se lavó 5 veces con TBST y 1 
vez con TBS. A continuación, la membrana se incubó durante 1 minuto con el sustrato ECL de Promega y se escaneó 
en el Image Quant LAS4000 (GE). Los resultados (Figura 10) indican que la dilución de 1 1000 del ADN de NanoLuc 
HDAC6 tiene un nivel de expresión similar al nivel de expresión de HDAC6 endógeno. Esta es la misma dilución que 50 
proporcionó la interacción de alta afinidad con el trazador del fármaco con una señal óptima de fondo. 
 
Ejemplo 19 
 
Cuantificación de la unión de citocinas fluorescentes a una fusión de un receptor de superficie celular y 55 
NanoLuc 
 
Se llevaron a cabo experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invención para demostrar la 
capacidad para medir las afinidades relativas de anticuerpos terapéuticos contra un receptor de superficie celular 
mediante el desplazamiento competitivo de una citocina marcada con fluorescencia. En este ejemplo, se aplicó factor 60 
de crecimiento epidérmico TAMRA disponible comercialmente (TMR-EGF; Life Technologies) en un ensayo BRET 
celular usando una línea celular estable que expresa una proteína de fusión NanoLuc-EGFR (Her1). La señal BRET 
generada entre TMR-EGF y NanoLuc-EGFR puede inhibirse tras el tratamiento con anticuerpos terapéuticos que se 
sabe que interfieren con la unión de EGF. 
 65 
Se generó una línea celular estable HEK293 por transfección de ADN plasmídico de pF5 NanoLuc-EGFR (Promega 
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Corp.) y FuGene HD (Promega Corp.). Después de la transfección, la línea celular estable se generó mediante 
selección de G418, seguido de clonación con dilución limite. Las células derivadas clonalmente que expresan 
NanoLuc-EGFR se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 20.000 células por pocillo. 20 horas después 
de la siembra, el medio se reemplazó con OptiMEM sin suero y se privó a las células de suero. Después de la privación, 
las células se trataron con TMR-EGF diluido en serie (Life Technologies). Tras el equilibrio con TMR-EGF, se añadió 5 
furimazina (un sustrato derivado de coelenterazina para NanoLuc; Promega Corp.) a una concentración de 20 µM, y 
el BRET se cuantificó en un luminómetro Varioskan. En experimentos posteriores, el desplazamiento mediado por 
anticuerpos de TMR-EGF se midió pretratando las células con Vectibix, Erbitux o Herceptin (control negativo) antes 
de la estimulación con TMR-EGF (concentración final de 10 ng/ml). 
 10 
Los resultados en la Figura 20 demuestran que el BRET puede usarse para cuantificar la unión de las citocinas 
fluorescentes a los receptores de la superficie celular fijados a NanoLuc. Adicionalmente, las afinidades de los 
anticuerpos terapéuticos capaces de inhibir la unión a las citocinas pueden medirse mediante el desplazamiento 
competitivo de la citocina fluorescente. Vectibix y Erbitux fueron capaces de inhibir la unión de TMR-EGF a NanoLuc-
EGFR, mientras que Herceptin (un enlazador Her2 con una afinidad insignificante por Her1) fue incapaz de inhibir la 15 
unión TMR-EGF. Este ejemplo demuestra que la unión de una citocina fluorescente a una diana de alta afinidad 
conocida puede cuantificarse por BRET, en un formato que se puede reconfigurar fácilmente para controlar la unión 
de anticuerpos terapéuticos (por ejemplo, Vectibix, Erbitux, etc.) u otros enlazadores (por ejemplo, biológicos de 
citocinas) por desplazamiento competitivo de la citocina fluorescente. Esto demuestra la capacidad de usar BRET 
como una técnica para medir las potencias relativas de los Fármacos biológicos en un formato celular. 20 
 
Ejemplo 20 
 
Aplicaciones de BRET 
 25 
En algunos ejemplos, la presente divulgación permite la detección/medición de tres restos que se unen: (1) Un péptido 
de una proteína indicadora bioluminiscente y (2) un polipéptido de una proteína indicadora bioluminiscente que 
interacciona a través de la complementación estructural para formar un complejo y (3) un tercer resto fluorescente (por 
ejemplo, una molécula pequeña fluorescente). 
 30 
A) Este ejemplo demuestra la transferencia de energía desde un complejo bioluminiscente formado a partir de un 
péptido estructuralmente complementario (SEQ ID NO:6) y un polipéptido complementario (SEQ ID NO: 7) que forman 
un complejo bioluminiscente. Se unió un colorante fluorescente a la secuencia peptídica complementaria. Como 
alternativa, podría fusionarse una proteína fluorescente (por ejemplo, una proteína de fusión) con un péptido o 
polipéptido (por ejemplo, creado a partir de una construcción genética). 35 
 
Se preparó lisado clarificado de E. coli que expresaba la secuencia polipeptídica complementaria (poli-lisado). Se 
mezclaron 40 μl del poli-lisado con 10 μl de péptido complementario (pep) o péptido complementario marcado con 
fluorescencia (pep-TMR) y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se añadieron 50 µl de sustrato 
100 µM para el complejo (furimazina) en HEPES 50 mM, pH 7,4 y se incubaron durante 30 minutos a temperatura 40 
ambiente. La luminiscencia se midió a más de 400-700 nm en TECAN M1000. 
 
La figura 21 ilustra una transferencia de energía muy eficiente desde el complejo Poli/Pep (donante) a TMR (aceptor), 
y el desplazamiento rojo correspondiente en la longitud de onda de la luz que se emite. 
 45 
B) Este ejemplo demuestra el uso de BRET en la detección, tal como detectar la concentración de moléculas pequeñas 
o la actividad enzimática. Dado que la transferencia de energía depende en gran medida de la distancia, la magnitud 
de la transferencia de energía a menudo puede estar relacionada con la conformación del sistema. Por ejemplo, la 
inserción de un polipéptido que quela calcio puede usarse para medir la concentración de calcio a través de la 
modulación de la transferencia de energía. 50 
 
Una enzima que también cambia la distancia, ya sea causando un cambio conformacional del sensor como el anterior 
o mediante la escisión del sensor del resto fluorescente, se puede medir a través de un sistema como se describe en 
el presente documento. Un miembro estructuralmente complementario de un complejo está unido a un resto 
fluorescente que transfiere su energía cuando interaccionan el péptido y el polipéptido estructuralmente 55 
complementarios de una proteína indicadora bioluminiscente. Un ejemplo de esto es un sensor peptídico que se ha 
fabricado en el que el péptido se conjuga con un colorante fluorescente a través de un enlazador (por ejemplo, sitio 
de escisión de DEVD Caspasa-3). Cuando se expone al polipéptido complementario, se observa transferencia de 
energía. Cuando se expone a Caspasa-3, el resto fluorescente se libera del complejo y se elimina la transferencia de 
energía, pero permanece la luminiscencia a 460 nm. 60 
 
Un polipéptido complementario (SEQ ID NO: 8) y NL-HT (NanoLuc fusionado a HaloTag) se purificaron, se mezclaron 
20 µl de NL-HT 8pM con 20 µl de PBI-3781 100 nM (véase, por ejemplo, el documento WO2013/078244) y se 
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente, se añadieron 40 μl de NanoGlo+furimazina 100 μM y se midió 
la luminiscencia sobre 300-800 nm en TECAN M1000, se mezclaron 20 μl de 33 ng/μl de un polipéptido 65 
complementario (SEQ ID NO: 6) con 20 μl de PBI-5074~500 μM (colorante fluorescente-enlazador-péptido 
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complementario), se añadieron 40 µl de NanoGlo + furimazina 100 µM, y la luminiscencia se midió a más de 300-800 
nm en TECAN M1000, 
 
La figura 22 ilustra la transferencia de energía del complejo péptido/polipéptido complementario (donante) al colorante 
TOM de PBI-5074 (aceptor), y el desplazamiento rojo correspondiente en la longitud de onda de la luz que se emite. 5 
 
C) Interacciones ternarias 
 
La transferencia de energía con un par estructuralmente complementario de una proteína indicadora bioluminiscente 
también se puede utilizar para medir tres moléculas que interaccionan, Un ejemplo es un GPCR fusionado a un 10 
polipéptido complementario de una proteína indicadora bioluminiscente y una proteína que interacciona con GPCR 
fusionada con un péptido complementario de la proteína indicadora bioluminiscente que forma un complejo 
bioluminiscente cuando interaccionan, Esto permite medir la interacción binaria, si un ligando de GPCR de molécula 
pequeña con un resto fluorescente para la transferencia de energía interacciona con el complejo, se produce 
transferencia de energía, Por consiguiente, la interacción proteína-proteína binaria y la interacción ternaria fármaco-15 
proteína-proteína se miden en el mismo experimento, También, la molécula fluorescente solo causa una señal cuando 
interacciona con el par de proteínas, que elimina cualquier señal del ligando que interacciona con una proteína inactiva 
(figura 23). 
 
Ejemplo 21 20 
 
BRET con donante de múltiples componentes 
 
El siguiente ejemplo demuestra que las interacciones ligando-receptor pueden controlarse a través de la transferencia 
de energía de un donante luminiscente de múltiples componentes, donde la emisión de luz requiere la presencia 25 
simultánea de los componentes donantes, En este ejemplo, el donante está compuesto por dos subunidades 
complementarias, un polipéptido 1 IS y un péptido PEP-80, El polipéptido 1 IS estaba fijado genéticamente al extremo 
N de BRD4, y la proteína de fusión expresada en células HEK293, La luminiscencia se generó a partir de la proteína 
de fusión solo en presencia tanto de furimazina () y el polipéptido complementario PEP-80 (figura 24A), Los lisados 
celulares incubados solo con furimazina (sin péptido Pep-80) no generaron una señal significativa de donante o de 30 
receptor (figuras 24A, 25A), Cuando se aplicó una solución de ligando fluorescente BRD4 (iBET-NCT), la señal de 
BRET dependiente de la dosis se generó solo en presencia del péptido PEP-80 (figura 24B, 25A, 25B), Adicionalmente, 
esta señal de BRET podría disminuirse mediante la unión competitiva de un ligando BRD4 no fluorescente que 
demuestre especificidad de señal (figura 25A). 
 35 
Las células HEK293 se transfectaron con ADN de 11S-BRD4 usando Fugene HD y se sembraron en un formato de 
placa de 96 pocillos. Para la transfección, el ADN de 11S-BRD4 se diluyó con ADN portador sin promotor (pGEM3Z). 
La concentración final de ADN/pocillo permaneció en 50 ng/pocillo; sin embargo, el ADN de 11 S-BRD4 se diluyó 1:10 
(a una densidad de siembra de 20.000 células/pocillo en formato de 96 pocillos). Veinte horas después de la 
transfección, las células se lisaron en OptiMEM + 50 μg/ml de digitonina en presencia o ausencia de péptido PEP-80 40 
1 μM. Las células se trataron después con iBET-NCT diluido en serie (PBI-4966) en presencia o ausencia de iBET 10 
μM como control de especificidad. Después de 1 hora de incubación, se añadió furimazina a 10 μM y el BRET se 
detectó en un luminómetro Varioskan. 
 
El concepto ilustrado con este ejemplo se puede aplicar para detectar la proximidad de un ligando marcado con 45 
fluorescencia a los complejos proteicos (por ejemplo, detección de la unión selectiva del ligando a receptores 
heterodiméricos u homodiméricos) por los miembros de unión del complejo a los componentes de un donante 
luminiscente de múltiples componentes. Por tanto, esta aplicación podría usarse para controlar el acoplamiento de la 
diana en complejos proteicos relevantes para la enfermedad. 
 50 
Ejemplo 22 
 
Se realizaron experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invención para demostrar que las 
interacciones receptor-ligando intracelular se pueden controlar mediante transferencia de energía desde un complejo 
proteico, donde la emisión de luz requiere proximidad de los componentes de donante luminiscente, facilitados por la 55 
interacción entre las proteínas. En este ejemplo, el donante está compuesto por dos subunidades, un péptido 1 IS y 
un péptido 114. El péptido 1 IS estaba fijado genéticamente al extremo N de BRD4 y el péptido 114 estaba fijado 
genéticamente al extremo C de la histona H3.3. Estas proteínas de fusión se expresaron de forma simultánea en las 
células HEK293. Se generó luminiscencia a partir de la proteína de fusión solo en presencia de ambas construcciones 
de fusión (figura 26A). Las células que expresan 11 S-BRD4 solo, H3.3-114 solo o varias construcciones de control 60 
no generaron una señal significativa del donante ni del aceptor (figuras 26). Cuando se aplicó una solución de ligando 
fluorescente BRD4 (iBET-NCT/PBI-4966), se generó una señal del aceptor dependiente de la dosis solamente en las 
muestras cotransfectadas con 11S-BRD4 e Histona H3.3-114 (figura 27). Cuando se expresó como una proporción 
BRET (610/450), se observó BRET específica solo de un complejo facilitado de las subunidades 11S y 114 e iBET-
NCT o NANOLUC-BRD4 e iBET-NCT. Adicionalmente, esta señal de BRET se disminuyó de una manera dependiente 65 
de la dosis mediante unión competitiva de un ligando de BRD4 no fluorescente (IBET 151), que demuestra 
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especificidad de señal (figura 28). 
 
Las células HEK293 se transfectaron usando Fugene HD con construcciones de fusión de ADN de BRD4 +/- 
construcciones de fusión de ADN de Histona H3.3 y se sembraron en un formato de placa de 96 pocillos. Para la 
transfección, las construcciones indicadoras se diluyeron con ADN portador sin promotor (pGEM3Z). La concentración 5 
final de ADN/pocillo permaneció en 50 ng/pocillo; sin embargo, cada construcción de expresión de ADN se diluyó 1:10 
(a una densidad de siembra de 20.000 células/pocillo en formato de 96 pocillos). Veinte horas después de la 
transfección, las células se trataron después con iBET-NCT diluido en serie (PBI-4966) en presencia o ausencia de 
iBET 151 10 μM como control de especificidad. Para determinar si iBET-151 podría competir con el trazador iBET-
NCT de una manera dependiente de la dosis, las células transfectadas se trataron con iBET-151 diluido en serie en 10 
presencia de una concentración fija (2 µM) del trazador iBET-NCT/PBI-4966. Después de 1 hora de incubación, se 
añadió furimazina a 10 μM y el BRET se detectó en un luminómetro Varioskan. 
 
El concepto ilustrado con este ejemplo se puede aplicar para detectar la proximidad de un ligando marcado con 
fluorescencia a los complejos proteicos (por ejemplo, detección de la unión selectiva del ligando a receptores 15 
heterodiméricos u homodiméricos) por los miembros de unión del complejo a los componentes de un donante 
luminiscente de múltiples componentes. Esta aplicación podría usarse para controlar el acoplamiento de la diana en 
complejos proteicos. Además, esta técnica podría permitir la identificación o caracterización de compuestos selectivos 
de complejos proteicos intracelulares relevantes para la enfermedad. 
 20 
Ejemplo 23 
 
Los experimentos se realizaron durante el desarrollo de realizaciones de la presente invención para demostrar la 
capacidad para perfilar la selectividad y afinidad intracelular de un fármaco contra un panel de supuestas dianas dentro 
de una familia de dianas filogenéticas determinadas usando BRET. En este ejemplo, se perfila el acoplamiento de 25 
vorinostat (SAHA) en la totalidad del panel de HDAC de clase I/II/IV (no-sirtuína) en el interior de las células. En primer 
lugar, el derivado de SAHA fluorescente (SAHA-NCT) se perfila frente a varias fusiones de NANOLUC/HDAC usando 
BRET. Una vez confirmada la transferencia de energía entre las fusiones de NANOLUC/HDAC individuales y el 
trazador SAHA, la afinidad de SAHA se determina mediante alteración competitiva de cada complejo de transferencia 
de energía. Por tanto, las afinidades se pueden deducir mediante el valor de la CI50 generada en cada experimento. 30 
Adicionalmente, las afinidades de los inhibidores por los dominios individuales se pueden determinar mediante la 
fusión genética de NANOLUC al dominio segregado de la proteína diana. 
 
Determinación de las afinidades del trazador SAHA por las HDAC en el interior de las células. Las células HeLa se 
transfectaron con ADN plasmídico que codifica fusiones NANOLUC con la totalidad de la familia de histonas 35 
desacetilasas no sirtuína (HDAC 1-11). Las células se transfectaron diluyendo cada construcción de ADN a una 
relación en masa de 1:100 en ADN portador de pGEM3Z y formando complejos de ADN-lípido usando Fugene HD 
(Promega Corporation) a una proporción de lípido:ADN de 3:1. A continuación, las células transfectadas se sembraron 
en placas de 96 pocillos a una densidad de 20.000 células por pocillo (rendimiento total de 50 ng/pocillo de ADN). 
Veinticuatro horas después de la transfección, el medio celular se reemplazó con medio sin suero (Opti-MEM) y se 40 
incubó con PBI-4968 diluido en serie en presencia o ausencia de SAHA a 20 µM (las últimas muestras usadas para 
cuantificar BRET no específico=. Las células se incubaron a 37 °C durante dos horas. A las muestras que expresan 
NanoLuc, se añadió furimazina a una concentración final de 10 µM. A continuación, se midió el BRET en un 
luminómetro BMG Clariostar equipado con filtros de paso de banda de 450 nm y paso largo de 610 nm. La proporción 
BRET se determinó dividiendo la señal en el canal 630 por la señal en el canal 450. Para determinar los valores BRET 45 
específicos corregidos por el fondo, los valores de BRET no específicos a cada concentración del trazador se restaron 
de los valores de BRET con el trazador solo. 
 
Ejemplo 24 
 50 
El ejemplo siguiente sirve para demostrar la capacidad para medir la unión de un compuesto a una diana intracelular 
con resolución celular simple usando imágenes BRET. Este ejemplo muestra la unión de SAHA y su derivado 
fluorescente, SAHA-NCT (PBI-4968) a NanoLuc-HDAC6 y HDAC10-NanoLuc en células vivas. 
 
Medición de la unión de SAHA y SAHA-NCT a HDAC6 y HDAC10 en células vivas mediante imágenes BRET. Las 55 
células HeLa se transfectaron con ADN plasmídico que codifica fusiones de NanoLuc con HDAC6 y HDAC10, 
respectivamente. Las células se transfectaron diluyendo cada construcción de ADN a una relación en masa de 1:100 
en ADN portador de pGEM3Z y formando complejos de ADN-lípido añadiendo Fugene HD (Promega Corporation) a 
una proporción de lípido:ADN de 3:1. El complejo de transfección se mezcló con una suspensión celular (1e5 células 
por ml), seguido de siembra en placas en placas de fondo de cristal de 35 mm a una densidad de 200.000 células por 60 
placa (rendimiento total de 50 ng/pocillo de ADN). Veinticuatro horas después de la transfección, el medio celular se 
reemplazó con medio sin suero (Opti-MEM) y se incubó con PBI-4968 2 mM en presencia o ausencia de SAHA a 10 
mM. Las células se incubaron a 37 °C durante dos horas. A las muestras que expresan NanoLuc, se añadió furimazina 
a una concentración final de 10 µM. Se tomaron imágenes de las muestras usando un microscopio bioluminiscente 
Olympus LV200. Para medir la unión y el desplazamiento de PBI-4968 a NanoLuc-HDAC6 o HDAC10-Nanoluc por 65 
BRET, se adquirieron imágenes secuenciales utilizando un filtro de paso corto de 495 y un filtro de paso largo de 590 
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nm, respectivamente (figura 34 y 35). Las secciones de imagen que representan células individuales se analizaron 
cuantitativamente usando el programa de análisis de imagen ImageJ. La proporción BRET se determinó dividiendo el 
valor obtenido para el canal 590 por el valor del canal 450. Se analizó un mínimo de 100 células individuales para cada 
muestra. Todos los datos se resumen en un formato de gráfico de puntos (figura 36). La unión específica de SAHA y 
SAHA-NCT se demostró mediante análisis comparativo de los valores de BRET obtenidos de tres muestras diferentes: 5 
 

Muestra 1 - control negativo (sin tratar), 
 
Muestra 2 - control positivo (PBI-4968 2 mM), 
 10 
Muestra 3 - desplazamiento del trazador (PBI-4968 2 mM + SAHA 10 mM) 

 
Los resultados demuestran la captación celular y la unión específica de PBI-4968 y de SAHA a diferentes miembros 
de la familia de HDAC (HDAC6 y 10) en un solo nivel celular. Los resultados sugieren que el grado de captación y/o 
unión varía considerablemente en una población celular. El formato de ensayo BRET basado en imágenes permite el 15 
análisis de la unión del compuesto específico diana en un solo nivel celular para determinar las diferencias en función 
del tipo de célula, la densidad celular, el estado del ciclo celular y otros parámetros fisiológicos que requieren resolución 
de una sola célula para su análisis. 
 
Aunque la invención se ha descrito en relación con realizaciones preferidas específicas, debe entenderse que la 20 
invención según se reivindica no debe considerarse limitada indebidamente a dichas realizaciones específicas. De 
hecho, se pretende que diversas modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo la invención que serán 
evidentes para los expertos en los campos relevantes entren dentro del alcance de las reivindicaciones siguientes. 
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 40 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un sistema de ensayo que comprende: 
 

(a) una biblioteca de agentes bioactivos, cada uno de los cuales está fijado a un fluoróforo; 5 
(b) una diana celular fusionada a un indicador bioluminiscente, en donde la diana celular es un compañero de unión 
de al menos uno de los agentes bioactivos; y 
(c) un sustrato para el indicador bioluminiscente 
 

en donde el espectro de emisión del indicador bioluminiscente se superpone con el espectro de absorción de los 10 
fluoróforos; y en donde el agente bioactivo es una molécula pequeña. 
 
2. Un sistema de ensayo que comprende: 
 

(a) un agente bioactivo fijado a un fluoróforo; 15 
(b) una pluralidad de dianas celulares cada una de las cuales está fusionada a un indicador bioluminiscente, en 
donde al menos una de las dianas celulares es un compañero de unión del agente bioactivo; y 
(c) un sustrato para los indicadores bioluminiscentes 
 

en donde el espectro de emisión del indicador bioluminiscente se superpone con el espectro de absorción del 20 
fluoróforo; y en donde el agente bioactivo es una molécula pequeña. 
 
3. El sistema de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el fluoróforo es un análogo de carboxirodamina. 
 
4. El sistema de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el indicador bioluminiscente comprende un polipéptido con al 25 
menos un 70 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1. 
 
5. El sistema de las reivindicaciones 1 o 2, en el que (a) y (b) están dentro de una célula. 
 
6. El sistema de la reivindicación 5, en el que (b) se expresa intracelularmente como una fusión. 30 
 
7. El sistema de la reivindicación 5, en el que (a) se añade extracelularmente y entra en la célula. 
 
8. El sistema de las reivindicaciones 1 o 2, en el que tras la unión del agente bioactivo a la diana celular, la conversión 
del sustrato en un producto de reacción por el indicador bioluminiscente da como resultado la excitación del fluoróforo 35 
por BRET y la emisión de fluorescencia del fluoróforo. 
 
9. El sistema de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el agente bioactivo o el agente bioactivo fijado a un fluoróforo se 
produce por síntesis química no natural. 
 40 
10. Un método para detectar la unión de un agente bioactivo a una diana celular que comprende el sistema de una de 
las reivindicaciones 1-9; en donde el agente bioactivo es una molécula pequeña. 
 
11. Una célula que comprende los sistemas de una de las reivindicaciones 1-9.  
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