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DESCRIPCION

Reconocimiento de unién a diana celular mediante un agente bioactivo usando transferencia de energia de resonancia
de bioluminiscencia intracelular

Campo

La presente invencién proporciona composiciones y métodos para la deteccion y analisis de union intracelular de un
agente bioactivo a una diana celular. En particular, en el presente documento se proporcionan agentes bioactivos
fijados a fluordforos, dianas celulares fusionadas a indicadores bioluminiscentes, o porciones, componentes o
subunidades de indicadores bioluminiscentes y métodos para detectar y analizar la interaccion de agentes bioactivos
con dianas celulares con los mismos.

Antecedentes

La interaccion de las especies moleculares con las dianas celulares es de vital importancia para comprender la
fisiologia celular y desarrollar intervenciones terapéuticas, tales como nuevos farmacos sintéticos y productos
biofarmacéuticos. Se necesitan métodos para determinar con precision y eficiencia la participacion de la diana,
particularmente dentro de las células vivas donde estas interacciones median en sus respuestas fenotipicas. La
capacidad de interrogar afectivamente el compromiso de la diana tiene amplias implicaciones para el proceso de
descubrimiento, que van desde la deteccidn de alto rendimiento, optimizacién de la deteccién de objetivos en los
farmacos principales y el descubrimiento y caracterizacién de dianas celulares terapéuticamente relevantes.

La deteccion basada en fenotipos con una biblioteca de moléculas pequefias desempefia un papel importante en el
campo del descubrimiento de farmacos. Usando tales enfoques de deteccidn, se realiza el cribado de bibliotecas
compuestas, sin conocimiento previo de sus dianas celulares subyacentes segun su capacidad para provocar una
respuesta fenotipica, por ejemplo, mitigar los sintomas de la enfermedad. Si bien este enfoque se puede utilizar para
identificar agentes bioactivos, por ejemplo, moléculas pequefias, que son capaces de modular la fisiologia celular,
determinar las dianas biolégicas relevantes de estas pequefias coincidencias de moléculas es un desafio técnico
importante. Ademas, las moléculas pequefias que promueven algunas respuestas fenotipicas deseables pueden
presentar responsabilidades in vivo debido a interacciones fuera de la diana. Para predecir la selectividad del farmaco
y minimizar los posibles efectos secundarios, es importante identificar también las interacciones fuera de la diana (por
ejemplo, menor afinidad). La mayoria de los métodos utilizados hoy en dia 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
resto de clasificacion (por ejemplo, marcador de afinidad o soporte sélido). Como el enriquecimiento se basa en las
propiedades de union de los compuestos, cuando la afinidad inherente de estos compuestos por su diana es
insuficiente, los analogos compuestos estan disefiados para unirse covalentemente a la diana (por ejemplo,
fotorreticulacion). 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
o un fondo elevado debido a una captura no especifica. Los factores que contribuyen a estos fallos incluyen:
compuestos que se unen a multiples dianas con afinidad de baja a moderada con estas interacciones relativamente
débiles dificiles de detectar; tecnologias 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; informacion limitada proporcionada sobre la potencia de union de las dianas en la
célula; y alto fondo de interacciones falsas positivas debido a la unién no especifica al soporte sélido o molécula
pequefia funcionalizada.

El documento WO 2004/034054 A2 desvela un ensayo BRET mejorado, en el que la sefial BRET se potencia y/o
prolonga. El ensayo BRET mejorado comprende las etapas de i) afiadir un sustrato a una célula que comprende
proteina de fusion GPCR-RIuc y una proteina de fusién beta-arrestina-GFP, en el que la (beta-arrestina esta mutada,
ii) afadir un ligando para obtener, si es posible, un GPCR-RIuc/(complejo beta-arrestina-GFP vy iii) medir una sefal
BRET para obtener una relacién BRET, en el que la mejora conduce a un aumento de la relacion BRET en comparacion
con las proporciones obtenidas mediante el uso del mismo proceso que emplea una proteina de fusion beta-arrestina-
GFP en la que la beta-arrestina es la beta-arrestina de tipo salvaje o que emplea una proteina de fusién 13-arrestina-
GFP, en el que la (beta-arrestina es una beta-arrestina mutada especificamente para que actue sobre el receptor
independientemente del estado de fosforilacion de los receptores. La divulgacion se refiere ademas a una solucion 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 energia
de resonancia de bioluminiscencia (BRET). Estos biosensores pueden usarse para monitorizar la interaccién rapida y
los cambios conformacionales dentro de los complejos del receptor acoplado a la proteina G/proteina G y, de esta
forma, reflejan el estado de activacion del receptor. Ventajosamente, los biosensores pueden usarse como un ensayo
altamente sensible y cuantitativo para la identificacion de ligandos (agonistas, antagonistas, agonistas inversos,
agonistas parciales, etc.) dirigidos a receptores acoplados a proteinas G (GPCR), asi como para el analisis del estado
de activacion de estos receptores. Ademas, la multiplexaciéon de diferentes biosensores dentro de los complejos de
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receptores/proteina 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 proteina 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
son utiles para marcar una amplia variedad de biomoléculas, células y microorganismos, y también proporciona varios
métodos de uso de los colorantes fluorescentes para investigacion y desarrollo, identificacion forense, estudios
ambientales, diagnéstico, prondstico y/o tratamiento de enfermedades.

El documento US 2006/211045 A1 proporciona una biblioteca que comprende una pluralidad de ligandos no peptidicos
marcados de formula | (LigdL)mL(JTTag)m(JrL(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 unién o funcionalidad de unién 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 farmacos; L es un enlace simple o es cualquier resto de union seleccionado
de un heteroatomo, tal como N, O, S, P, hidrocarbilo C1-600 de cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado que
opcionalmente contiene un heteroatomo y combinaciones de los mismos, que puede ser monomérico, oligomérico que
tiene una repeticion oligomérica de 2 a 30 o polimérico que tiene una repeticién polimérica en exceso de 30 a 300;
Tag es cualquier sustrato de marcado conocido o novedoso; m se selecciona cada uno independientemente de un
numero entero positivo de 1 a 3; p es 0 a 3 caracterizado porque la union esta en sitios de union iguales o diferentes
en compuestos que comprenden diferentes Lig, JL, L JT y/o -Tag y esta en diferentes sitios de enlace en compuestos
que comprenden la misma Lig, JL, L JT y/o -Tag; proceso para la preparaciéon de los mismos; proceso para la
preparacion de un compuesto de biblioteca de férmula | o un precursor de formula IV; método para seleccionar un
compuesto de formula | de una biblioteca del mismo; compuesto de formula | asociado con informacion relacionada
con sus propiedades farmacoldgicas; un nuevo compuesto de férmula | o precursor de formula IV; usos de los mismos;
métodos de unidn o inhibicidon 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 formula | y una diana
del mismo.

Sumario

La invencion es como se define en las reivindicaciones adjuntas. También desvelado en el presente documento, la
presente divulgacion proporciona sistemas de ensayo BRET que comprenden: (a) un agente bioactivo fijado a un
croméforo (por ejemplo, fluoréforo); (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 pequeia. En algunos
ejemplos, el agente bioactivo es un inhibidor de la funcién proteica, por ejemplo, un inhibidor enzimatico o un inhibidor
del receptor. En algunas realizaciones, el croméforo es un fluoréforo. En algunas realizaciones, el fluoréforo es un
analogo 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
NO:1. En algunos ejemplos, (b) es una diana celular fusionada a una porcién, o subunidad, o componente de un
indicador bioluminiscente. En algunos ejemplos, (b) es una diana celular fusionada a un polipéptido que requiere
interaccion con otro polipéptido para producir luminiscencia. En algunas realizaciones, (a) y (b) estan dentro de una
célula. En algunas realizaciones, (b) se expresa intracelularmente como una proteina de fusion con una proteina de
interés, por ejemplo, diana celular. En algunos ejemplos, la diana celular estd compuesta por mas de un componente,
subunidad o polipéptido, por ejemplo, la diana celular es un complejo proteico. En algunos ejemplos, el indicador
bioluminiscente esta compuesto por mas de un componente, subunidad o polipéptido, por ejemplo, el indicador
bioluminiscente es un complejo proteico. En algunas realizaciones, (a) se ainade extracelularmente y entra en la célula.
En algunos ejemplos, (a) esta presente tanto dentro de una célula como en el medio que rodea a la célula. En algunos
ejemplos, (a) esta presente tanto unido a una célula como en el medio que rodea a la célula. En algunas realizaciones,
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 unién del agente bioactivo. En algunas realizaciones, el espectro de emisién
del indicador bioluminiscente se superpone con el espectro de absorcion de un fluoréforo. En algunas realizaciones,
tras la unién del agente bioactivo a la diana celular, la conversién del sustrato en un producto de reaccion por el
indicador bioluminiscente da como resultado la excitacién de un fluoréforo por BRET y la emision de luz de un
fluoréforo. En algunas realizaciones, (a) es uno de una biblioteca de agentes o compuestos fijados a un croméforo. En
algunas realizaciones, (a) es uno de una biblioteca de agentes o compuestos fijados a fluoréforos. 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
potenciales fusionadas a un indicador bioluminiscente.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona métodos de deteccion, analizar, caracterizar, etc. la union
de un agente bioactivo a una diana celular. En algunos ejemplos, la diana celular puede ser la diana farmacoldgica
primaria. En algunos ejemplos, la diana celular es una responsabilidad inespecifica que puede causar efectos
secundarios indeseables in vivo. En algunos ejemplos, la unién del agente bioactivo a la diana celular puede no tener
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un efecto biolégico discernible. En algunos ejemplos, la presente divulgacion proporciona células que comprenden
uno o mas de (por ejemplo, cada uno de) (a) un agente bioactivo fijado a un croméforo (por ejemplo, fluoréforo); (b)
una diana celular fusionada a un indicador bioluminiscente; y (c) un sustrato para el indicador bioluminiscente. En
algunos ejemplos, la unién de un agente bioactivo a una diana celular no es covalente. En algunos ejemplos, el
croméforo es un fluoréforo. En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona métodos para la deteccion de
una interaccion entre un agente bioactivo y una diana celular que comprende: (a) expresar en una célula una fusion
de dicha diana celular y un indicador bioluminiscente que emite energia a una primera longitud de onda (por ejemplo,
intervalo de longitudes de onda, distribucién espectral, etc.); (b) poner en contacto dicha célula con dicho agente
bioactivo fijado a un fluoréforo, en el que dicho fluoréforo acepta energia en dicha primera longitud de onda y emite
energia en una segunda longitud de onda (por ejemplo, intervalo de longitudes de onda, distribucién espectral, etc.);
(c) poner en contacto dicha célula con un sustrato para dicho indicador bioluminiscente; (d) detectar energia a dicha
segunda longitud de onda, en el que la presencia de dicha energia en dicha segunda longitud de onda indica la
interaccion de dicho agente bioactivo con dicho objetivo celular. La presente divulgacion también proporciona métodos
para la deteccién de una interaccion entre un agente bioactivo y una diana celular que comprende: (a) proporcionar
una fusion de dicha diana celular y un indicador bioluminiscente; (b) poner en contacto dicha fusién con dicho agente
bioactivo fijado a un cromoforo (por ejemplo, fluoréforo); (¢) poner en contacto dicha fusion con un sustrato para dicho
indicador; (d) detectar un cambio en la distribucion espectral de la luz emitida en relacion con dicha fusién en contacto
con dicho sustrato en ausencia de dicho cromoéforo. En algunos ejemplos, la presente divulgacion proporciona un
método para la deteccién de una interaccidon de un segundo agente bioactivo y una diana celular que comprende: (a)
proporcionar una fusién de dicha diana celular y un indicador bioluminiscente; (b) poner en contacto dicha fusién con
un primer agente bioactivo fijado a un cromdforo (por ejemplo, fluoréforo) y con dicho segundo agente bioactivo; (c)
poner en contacto dicha fusion con un sustrato para dicho indicador; (d) detectar un cambio en la distribucién espectral
de la luz emitida en relacion con dicha fusion en contacto con dicho primer agente bioactivo y dicho sustrato en
ausencia de dicho segundo agente bioactivo. En algunos ejemplos, el cambio en la distribucion espectral de la luz
emitida es causado por el desplazamiento de dicho primer agente bioactivo por dicho segundo agente bioactivo. En
algunos ejemplos, dicho desplazamiento es un desplazamiento competitivo. En algunos ejemplos, el cambio en la
distribucién espectral de la luz emitida se utiliza para estimar la afinidad de unién 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 distribucion espectral de la luz emitida se utiliza para estimar la afinidad de union relativa de
una pluralidad de agentes bioactivos a una diana celular. En algunos ejemplos, dicho primero y dicho segundo agentes
bioactivos son moléculas sintéticas. En algunos ejemplos, dichas dianas celulares estan en células vivas, células
permeabilizadas o lisados celulares. En algunos ejemplos, el cambio en la distribucidon espectral de la luz emitida se
determina midiendo la relacién 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 distribucion espectral a lo largo del
tiempo. En algunos ejemplos, el cromoforo es un fluoréforo.

También se desvela en el presente documento un sistema de ensayo BRET que comprende: (a) un agente bioactivo
fijiado a un fluoréforo; (b) un primer compafiero de interaccion fusionado con un péptido estructuralmente
complementario de un indicador bioluminiscente; (¢) un segundo compafero de interaccion fusionado con un
polipéptido estructuralmente complementario de un indicador bioluminiscente; y (d) un sustrato para el indicador
bioluminiscente, en el que el primer y el segundo compafiero de interaccion interactian para formar un complejo de
interaccion, y en el que el primer compafiero de interaccion, el segundo compafiero de interaccién y/o el complejo de
interaccion son compaferos de uniéon para el agente bioactivo. En algunos ejemplos, el primer compafero de
interaccion y el segundo compafiero de interaccion son proteinas o polipéptidos que interaccionan para formar un
complejo proteico. En algunos ejemplos, el primer compafiero de interaccion y el segundo compariero de interacciéon
se unen por la interaccion de los polipéptidos estructuralmente complementarios. En algunos ejemplos, los polipéptidos
estructuralmente complementarios se unen por la interaccion del primer compafero de interaccion y el segundo
comparniero de interacciéon. En algunos ejemplos, la interaccion del primer comparfiero de interaccion y el segundo
companiero de interaccion esta determinada por un aumento de la luminiscencia. En algunos ejemplos, el primer y el
segundo compafiero de interaccion forman el complejo de interaccidén en presencia o ausencia del agente bioactivo.
En algunos ejemplos, el complejo de interaccién es un compaiiero de unién para el agente bioactivo, pero ni el primero
o el segundo compariero de interaccion son compafieros de unién para el agente bioactivo. En algunos ejemplos, uno
de los compaiieros de interaccidn, pero no el otro, es un compafero de unién para el agente bioactivo. En algunos
ejemplos, la formacion del complejo de interaccion requiere la unidon del agente bioactivo a un compafiero de
interaccion. En algunos ejemplos, la formacién del complejo de interaccion es independiente de la unién del agente
bioactivo. También se desvelan en el presente documento sistemas de ensayo BRET que comprenden: (a) un agente
bioactivo fijado a un fluoréforo; (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,
tras la unién del agente bioactivo a la diana celular y la asociacion del péptido y polipéptido complementarios, la
conversion del sustrato en un producto de reaccion por la enzima indicadora bioluminiscente da como resultado la
excitacion del fluoréforo por BRET y la emision de fluorescencia del fluoréforo.

También se desvela en el presente documento un sistema de ensayo que comprende: (a) un agente bioactivo fijado a
un fluoréforo; (b) un primer compafero de unién fusionado a un péptido complementario de un indicador
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bioluminiscente; (c) un segundo comparfero de unién 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 compafieros de union interaccionan, el agente bioactivo se une a
los compafieros que interaccionan y se produce la asociacion del péptido y polipéptido complementario, la conversién
del sustrato en un producto de reaccion por la enzima indicadora bioluminiscente da como resultado la excitacion del
fluoréforo por BRET y la emision de fluorescencia del fluoroforo.

En algunos ejemplos, el agente bioactivo esta fijado a un inactivador de la fluorescencia o luminiscencia (por ejemplo,
Dabcyl). En tales ejemplos, la titulacién del agente bioactivo no fijado produce una ganancia en la sefial.

También se desvela en el presente documento la obtenciéon de imagenes (por ejemplo, imagen BRET, a través de la
camara con dispositivo de acoplamiento de carga, etc.) de cualquiera de los sistemas descritos en el presente
documento para confirmar y/o identificar la ubicacién (por ejemplo, intracelular, extracelular, etc.) de sefiales de
fluorescencia y/o BRET resultantes de la presencia y/o interacciones de los componentes del sistema (por ejemplo,
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 realizaciéon de ejemplo) son Uutiles para la medicion 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
medida que el complejo agente bioactivo/diana celular se interrumpe competitivamente. En algunos ejemplos, las
afinidades se infieren por el valor de Clso generado a través de la interrupcion competitiva. En algunos ejemplos, las
afinidades de los inhibidores a los dominios individuales de una diana celular se determinan mediante la fusion genética
de un indicador bioluminiscente a un dominio segregado de la diana celular.

Dibujos

La figura 1 muestra una representacion esquematica de una realizacion de la presente invencion: (A) agente
bioactivo fijado a fluoréforo y diana celular fijado a indicador bioluminiscente; (B) union del agente bioactivo a la
diana celular; (C) la adicion de sustrato indicador da como resultado BRET; y (D) el desplazamiento por exceso de
agente bioactivo no fijado da como resultado la pérdida de BRET y fluorescencia.

La Figura 2 muestra graficos que comparan los perfiles de BRET de dos derivados diferentes de fluoréforo-SAHA
como aceptores de BRET para fusiones de NANOLUC-HDACEG6 en células vivas.

La Figura 3 muestra graficos que representan el efecto de la dilucién de la expresion en el rendimiento del ensayo.
El primer grafico demuestra el efecto de la expresion disminuida en la ventana del ensayo BRET utilizando el
desplazamiento competitivo de SAHA FIJADO AL fluoréforo de HDACG fusionado a NANOLUC. El segundo grafico
muestra el efecto de la expresion disminuida en ambas ventanas de ensayo BRET, asi como la potencia observada
del compuesto (CEso) para la unién del trazador del farmaco al receptor de NanoLuc-Histamina HI.

La figura 4 muestra graficos que demuestran el requisito del medio celular para el procesamiento del profarmaco.

La figura 5 muestra graficos que demuestran la capacidad de usar agentes de permeabilizacién para potenciar la
entrada de trazadores de farmacos impermeables.

La figura 6 muestra un gréfico que representa el desplazamiento competitivo del derivado de BIRB fijado al
fluoréforo de p38 fusionado con NANOLUC.

La figura 7 muestra graficos que representan la medicién de la cinética del derivado de BIRB fijado al fluoréforo de
p38 fusionado con NANOLUC.

La figura 8 muestra ejemplos de agentes bioactivos fijados a fluoréforos de ejemplo y otros compuestos que
encuentran uso en las realizaciones descritas en el presente documento.

La figura 9 muestra una comparacion de fusiones de p38 con luciferasa de Renilla y luciferasa NanoLuc dentro de
una realizacion descrita en el presente documento.

La figura 10 muestra que la interaccion de alta afinidad con un trazador de farmaco con sefial 6ptima de fondo se
logra cuando la expresion de la fusion NANOLUC esta cerca del nivel enddgeno.

La figura 11 muestra curvas de dosis-respuesta para la uniéon de NanoLuc-p38alfa a un conjugado BIRB-TOM en
comparacion con un conjugado BIRB-TMR.

La figura 12 muestra curvas de dosis-respuesta para la unién de PKCalfa-NanoLuc a un conjugado BIM-TOM en
comparacién con un conjugado BIM-TMR.
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La figura 13 muestra un grafico que representa la deteccion de respuesta BRET especifica en células vivas.
La figura 14 muestra la afinidad de PBI-4838 por Jnk2, p38beta y p38alfa.
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
competitivo de trazadores de farmacos usando el método de la presente invencion.

La figura 18 muestra la capacidad de controlar las interacciones farmaco/diana utilizando el conjugado de farmaco-
fluoréforo en las células.

La figura 19 muestra graficos que representan una respuesta BRET especifica en TNT.

La figura 20 muestra graficos que representan la medicion de la unién 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.

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 energia eficiente.

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 interaccion terciaria en la que la transferencia de energia con un complejo
de un péptido y polipéptido estructuralmente complementario de una proteina bioluminiscente también puede
usarse para medir la interaccion de los companferos de interaccion. En el esquema, un GPCR (primer compariero
de interaccidn) fusionado con un polipéptido complementario de una proteina bioluminiscente y una proteina de
interaccion con el GPCR (segundo compafiero de interaccién) fusionado con un péptido complementario de una
proteina bioluminiscente forman un complejo bioluminiscente cuando interaccionan (para formar un complejo de
interaccion)t. Esto permite la medicion de la interaccion binaria. Si un ligando de GPCR de molécula pequeiia con
un resto fluorescente para la transferencia de energia interacciona con este sistema, se produce transferencia de
energia. Por consiguiente, la interaccion proteina-proteina binaria y la interaccion ternaria farmaco-proteina-
proteina se pueden medir en el mismo experimento.

La figura 24 muestra graficos que demuestran que los datos de BRET entre una fusion expresada celularmente
del péptido 11S y BRD4 y NCT afadido exdbgenamente 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 graficos que demuestran que los datos de BRET entre una fusion expresada celularmente
del péptido 11S y BRD4 y NCT afiadido exdgenamente conjugado con iBET dependen de la presencia de PEP-80
(el complementario estructural de 11S); (A) PEP-80 1 uM, (B) sin control de PEP-80.

La figura 26 muestra sefiales BRET (intensidades de receptor y donante) que dependen del complejo 11S-
BRDA4/114-Histona H3.3 facilitado.

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-
Histona H3.3.

La figura 29 muestra que los HDAC de Clase | (HDACH1, 2, 3 y 8) generan sefales BRET especificas con SAHA-
TOM, segun lo predicho basado en la afinidad y selectividad indicadas de SAHA a estas dianas individuales.

La figura 30 muestra que los HDAC de clase lIb (HDACG6 y 10), asi como los dominios segregados de HDACS,
generan BRET especifico con SAHA-TOM, segun lo predicho basado en la afinidad y selectividad indicadas de
SAHA a estas dianas individuales.

La figura 31 muestra que los HDAC de Clase lla no generan BRET significativo con SAHA-TOM, segun lo predicho
en funcion de la selectividad indicada de SAHA por HDAC de Clase | 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, segun lo determinado mediante BRET. A partir de estas curvas de
respuesta de concentracion, los valores de CI-50 se pueden calcular, como se muestra en la tabla al lado del
gréfico.

La figura 33 (izquierda) muestra una conversion entre el valor de CI-50 y el valor Ki para las fusiones HDAC-
NanoLuc individuales, segun lo determinado mediante BRET. Para esta conversién se uso6 la ecuacion de Cheng-
Prusoff. La figura 33 (derecha) muestra un diagrama que representa las afinidades relativas de SAHA contra las
proteinas de fusion HDAC/NanoLuc individuales, segun lo determinado mediante BRET.

La figura 34 muestra imagenes BRET de complejos intracelulares HDAC10-NLuc/PBI-4968 +/- SAHA en presencia
o ausencia de SAHA como control de especificidad.

La figura 35 muestra imagenes BRET de complejos intracelulares NLuc-HDACG6/PBI-4968 +/- SAHA en presencia
o ausencia de SAHA como control de especificidad.

La figura 36 muestra el analisis de grafico de puntos de experimentos de formacién de imagenes BRET de SAHA-
TOM (PBI-4968) intracelulares de unién a SAHA con HDAC10 y HDACSG.

Descripcion detallada

La presente invencién proporciona composiciones y métodos para la deteccion y analisis de union intracelular de un
agente bioactivo a una diana celular. En particular, en el presente documento se proporcionan agentes bioactivos
fijados a un cromdforo, por ejemplo, fluoréforos, potenciales dianas celulares fusionadas a proteinas indicadoras
bioluminiscentes y métodos para detectar y analizar la interaccién de agentes bioactivos con dianas celulares con los
mismos (véase la Figura 1).

Se detecta la interaccion de una primera entidad (por ejemplo, agente bioactivo) y una segunda entidad (por ejemplo,
diana celular), caracterizada, cuantifica, analiza, etc. a través de la deteccion/medicién de una sefal producida por
transferencia de sefal (por ejemplo, transferencia de energia (por ejemplo, fluorescencia, energia luminosa,
resonancia, por BRET, etc.)) entre una tercera entidad (por ejemplo, fluoréforo) conectada, fusionada, fijada, unida,
etc. a la primera entidad y una cuarta entidad (por ejemplo, proteina indicadora bioluminiscente) conectada, fusionada,
fijada, unida, etc. a la segunda entidad. La interaccién y/o unién de la primera y segunda entidad acercan la tercera 'y
cuarta entidad lo bastante como para permitir la transferencia de sefial (por ejemplo, transferencia de energia) de una
a otra. En algunos ejemplos, la cuarta entidad (por ejemplo, proteina indicadora bioluminiscente) emite energia (por
ejemplo, tras la interaccién con su sustrato) y dicha energia emitida es absorbida por la tercera entidad (por ejemplo,
fluoréforo), haciendo que la tercera entidad emita energia mensurable diferente desde la cuarta entidad (por ejemplo,
luz a una longitud de onda diferente). En tales ejemplos, la deteccién de la energia emitida por la tercera entidad (por
ejemplo, luz en el maximo de emision de la tercera entidad) tras la adicion al sistema del sustrato para la cuarta entidad
(por ejemplo, indicador bioluminiscente) indica la interaccion de la primera y la segunda entidades. En algunos
ejemplos, la duracioén, la cinética, la afinidad, la fuerza y / o la especificidad, de la unién de la primera y segunda
entidades se detecta, mide, cuantifica, determina, cuestiona, etc. segun la medicién de la salida de sefial de la cuarta
entidad (por ejemplo, proteina indicadora bioluminiscente) en diversas condiciones.

En diversos ejemplos, una diana celular fusionada a una proteina indicadora bioluminiscente y un agente bioactivo
fijado a un cromaforo, por ejemplo, fluoréforo, se proporcionan (por ejemplo, intracelularmente, extracelularmente, en
lisado, in vitro, etc.). El sustrato para la proteina indicadora bioluminiscente se afiade al sistema. Si se ha producido
una interaccion (por ejemplo, unién) entre el agente bioactivo y la diana celular, la proteina indicadora bioluminiscente
y el croméforo (por ejemplo, fluoréforo) se acercan lo suficientemente cerca como para que ocurra BRET, y se emite
una sefial detectable desde el cromoéforo (por ejemplo, fluoréforo).

En algunos ejemplos, se utilizan un péptido y polipéptido complementarios que pueden interaccionar (por ejemplo,
formar un complejo) para formar una proteina indicadora bioluminiscente (o complejo de proteinas). En algunos
ejemplos, un péptido complementario se fusiona con un primer compafiero de interaccion y un polipéptido
complementario se fusiona con un segundo compafiero de interaccion. En algunos ejemplos, el primer y el segundo
comparniero de interacciéon forman un complejo (por ejemplo, al unirse entre si). En algunos ejemplos, el primer y el
segundo companfero de interaccién forman un complejo de interaccidon cuando uno o ambos interaccionan con un
agente bioactivo. En algunos ejemplos, el primer y el segundo compafiero de interaccién forman un complejo de
interaccion en presencia o ausencia de un agente bioactivo. En algunos ejemplos, la formacién del complejo de
interaccion une el péptido y el polipéptido complementarios para formar el indicador bioluminiscente. En algunos
ejemplos, la formacion del indicador bioluminiscente permite la deteccion de la formacion del complejo de interaccion.
En algunos ejemplos, un fluoréforo esta fijado al agente bioactivo. En algunos ejemplos, la energia se transfiere desde
el indicador bioluminiscente al fluoréforo cuando se forma el complejo de interaccion y el agente bioactivo se une a
uno de los compafieros de interaccion o al complejo de interaccién. En algunos ejemplos, el fluoréforo permite la
deteccién o mediciéon de la interaccion del primer y segundo comparfiero de interaccion. En algunos ejemplos, el
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fluoréforo permite la deteccion o medicion de la unidn del agente bioactivo a su compariero de unién (por ejemplo, el
primer compafiero de interaccion, el segundo compafiero de interaccion y/o el complejo de interaccion).

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 fluoréforo para detectar o medir la
interaccion 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 proteina
indicadora bioluminiscente y un agente bioactivo fijado a un fluoréforo para detectar la proximidad del ligando marcado
con fluorescencia, por ejemplo, un agente bioactivo, a complejos proteicos (por ejemplo, detectar la unién del ligando
selectivamente a receptores heterodiméricos u homodiméricos) uniendo miembros del complejo a componentes de un
donante luminiscente multicomponente. Por lo tanto, esta aplicacion podria usarse para monitorizar la unién de la
diana dentro de los complejos de proteinas que pueden tener un papel en la patologia de la enfermedad.

En algunos ejemplos, la fusion 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 fusidon se expresa en o cerca de la abundancia nativa para la diana
celular. En algunos ejemplos, el agente bioactivo fijado al fluoréforo se afiade extracelularmente (por ejemplo, se anade
al medio de cultivo) y entra a la célula por difusién, transporte activo, transporte pasivo, endocitosis o cualquier
mecanismo adecuado. En algunos ejemplos, se afiade una cantidad variable de agente bioactivo fijado a un fluoréforo
a las células para analizar la cinética de union, analizar la afinidad de unién, proporcionan sefial suficiente, etc.

En determinadas realizaciones, la presente invencion proporciona composiciones, métodos y sistemas para la
deteccién de interacciones intracelulares entre un agente bioactivo y una diana celular (por ejemplo, conocido o
desconocido). En algunas realizaciones, una fusién de un indicador bioluminiscente y una diana celular se expresan
dentro de una célula. El agente bioactivo, fijado a un fluoréforo, se introduce en la célula (por ejemplo, el conjugado
de fluoréforo y agente bioactivo es permeable a las células, la célula se permeabiliza, etc.). Un sustrato para la proteina
indicadora bioluminiscente se afiade a la célula antes, de forma concurrente o después de la adicién del agente
bioactivo. La deteccion de una sefial fluorescente del fluoréforo (como resultado de BRET) indica una interaccion
intracelular (por ejemplo, unién) 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 relacién con
la diana celular nativa, o a un nivel apropiado para la funcion biolégica adecuada de la diana fusionada). En algunos
ejemplos, la interaccion de un agente bioactivo con una diana celular se detecta intracelularmente.

En algunos ejemplos, las caracteristicas de la interaccidon entre el agente bioactivo y la diana celular se interrogan
alterando las condiciones celulares o las condiciones del sistema. Por ejemplo, se afiade a la célula un enlazador
competitivo de la diana celular (por ejemplo, agente bioactivo no unido) para competir con el agente bioactivo fijado a
un fluoroforo.

En algunos ejemplos, se proporciona una biblioteca de dianas celulares marcadas con proteinas indicadoras
bioluminiscentes (por ejemplo, en solucién, 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
o donde el conocimiento de la diana celular es incierto o incompleto. La diana celular de un agente bioactivo se
determina mediante la adicidon del agente bioactivo a la biblioteca y determinando qué fusién celular-diana produce
fluorescencia inducida por BRET del fluoréforo fijado al agente bioactivo. En algunos ejemplos, la biblioteca de dianas
celulares marcadas con indicador bioluminiscente se proporciona como una coleccién de acidos nucleicos o vectores
que comprenden acidos nucleicos (por ejemplo, plasmidos, virus BacMam, Lentivirus, etc.) que codifican las fusiones
proteicas. En algunas realizaciones, las dianas celulares marcadas con proteinas indicadoras bioluminiscentes se
expresan dentro de las células. En algunos ejemplos, la biblioteca de dianas celulares marcadas con indicadores
bioluminiscentes se proporciona traduciendo acidos nucleicos en reacciones de traduccion 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 interacciéon de un agente bioactivo (por ejemplo, uno
identificado a través de un ensayo fenotipico o cribado) con toda la biblioteca de dianas celulares puede interrogarse
(por ejemplo, en solucién, 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 sélida para crear una
matriz de proteinas. Por ejemplo, ademas del indicador bioluminiscente, las dianas celulares también se expresan
como fusiones con un marcador o acopladas a una proteina (por ejemplo, HALOTAG, Promega) que permite que las
proteinas se inmovilicen covalentemente en una superficie sdélida (por ejemplo, una superficie que muestra los ligandos
apropiados (por ejemplo, ligando HALOTAG)). En determinadas realizaciones, se afiade una biblioteca de agentes
bioactivos potenciales (por ejemplo, compuestos coincidentes 0 moléculas pequefias de tipo farmaco) 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 porcion de una biblioteca de agentes bioactivos.

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 energia (por ejemplo, fluoréforo, cromoéforo). En algunos ejemplos,
un agente bioactivo es cualquier molécula pequefia (por ejemplo, > 2.000 Dalton, > 1.000 Dalton, > 500 Dalton, etc.),
macromolécula, molécula sintética o complejo molecular capaz de interaccionar con la biologia de una célula. En
algunos ejemplos, un aceptador de energia es una entidad capaz de generar, exhibir y/o emitir una sefial (por ejemplo,
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luz, calor, reaccidon quimica, fluorescencia, energia de resonancia, etc.) cuando se activa por absorcién de energia
(por ejemplo, transferencia de energia de resonancia). En algunos ejemplos, un agente bioactivo y aceptor de energia
(por ejemplo, fluoréforo, cromdéforo) estan fusionados, fijados, conectados, etc., por cualquier estructura o mecanismo
adecuado (por ejemplo, expresado como una construccién de fusion (por ejemplo, con o sin enlazador peptidico),
unidos quimicamente (por ejemplo, directa o indirectamente), unidos enzimaticamente, unidos a través de un
enlazador (por ejemplo, péptido, acido nucleico, polimero, enlace éster, enlazador PEG, cadena de carbono, etc.)). En
algunas realizaciones, el conjugado de un agente bioactivo y un aceptor de energia (por ejemplo, agente bioactivo
fijado a un fluoréforo) es producido por sintesis quimica no natural (por ejemplo, una ejecucién intencionada de
reacciones quimicas que no estan presentes en las células naturales). El tipo de enlace no debe verse como limitante.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "agente bioactivo" se refiere generalmente a cualquier
sustancia fisiolégica o farmacoldgicamente activa o una sustancia adecuada para la deteccién. En algunos ejemplos,
un agente bioactivo es un compuesto terapéutico potencial (por ejemplo, molécula pequefia, péptido, acido nucleico,
etc.), o molécula de tipo farmaco. En algunos ejemplos, el agente bioactivo es producido por sintesis quimica no
natural (por ejemplo, una ejecucion intencionada de reacciones quimicas que no estan presentes en las células
naturales). Los agentes bioactivos para su uso en las realizaciones descritas en el presente documento no estan
limitados por tamafo 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
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 fenotipico 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 fenotipico y/o actividad).

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "aceptor de energia” se refiere a cualquier molécula pequeia
(por ejemplo, cromdéforo), macromolécula (por ejemplo, proteina autofluorescente, ficobiliproteinas, nanoparticula,
superficie, etc.), o complejo molecular que produce una sefal facilmente detectable en respuesta a la absorcién de
energia (por ejemplo, transferencia de energia de resonancia). En determinados ejemplos, un aceptor de energia es
un fluoréforo u otro cromoéforo detectable. Entre los fluoréforos adecuados se incluyen, pero sin limitacion: derivados
de xanteno (por ejemplo, fluoresceina, rodamina, verde Oregdn, 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,
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
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),
proteinas autofluorescentes (por ejemplo, YFP, RFP, mCherry, mKate), nanocristales de puntos cuanticos, etc. En
algunas realizaciones, un fluoréforo es un analogo de rodamina (por ejemplo, analogo de carboxirodamina), tales como
los descritos en el documento W0O2013/078244. Algunos de estos fluoréforos se describen en el presente documento
en el Ejemplo 8. En algunos ejemplos, la eficiencia BRET se ve significativamente mejorada por las caracteristicas
técnicas del analogo de rodamina (por ejemplo, analogo de carboxirodamina) como un aceptor de energia en
comparacion con otros fluoréforos. Por ejemplo, la CEso desplazada hacia la izquierda y el fondo no especifico reducido
de estos colorantes es ventajoso para su uso en algunas realizaciones.

Tal como se usa en el presente documento, Los términos "TOM" y "NonChloroTOM" (o "NCT") se refieren al mismo
tipo de fluoréforo y se usan indistintamente en toda la aplicacion.

En determinados ejemplos, las composiciones, Los métodos y sistemas del presente documento proporcionan una
fusion de una diana celular y una proteina indicadora bioluminiscente (por ejemplo, luciferasa). En algunos ejemplos,
una diana celular y una proteina indicadora bioluminiscente estan fusionadas, fijadas, conectadas, etc. por cualquier
estructura o mecanismo adecuado (por ejemplo, expresado como una construccion de fusion (por ejemplo, con o sin
enlazador peptidico), unidas quimicamente (por ejemplo, a través de enlaces covalentes 0 no covalentes), unidos
enzimaticamente, unidos a través de un enlazador (por ejemplo, péptido, acido nucleico, otro polimero (por ejemplo,
enlace éster, enlazador PEG, cadena de carbono, etc.)). En algunos ejemplos, se usa una cadena de aminoacidos
(por ejemplo, 3-100 aminoacidos) para conectar la diana celular y una proteina indicadora bioluminiscente. En algunos
ejemplos, la estructura y/o la funcién de la diana celular ni del indicador bioluminiscente se ven afectadas (por ejemplo,
significativamente afectadas) por fusion o la presencia del enlazador. En determinados ejemplos, un enlazador permite
la fusidn sin pérdida de actividad o uno o ambos elementos. En otros ejemplos, un enlazador de aminoacidos separa
y/u orienta adecuadamente al bioluminiscente indicado para la transferencia de energia con el fluoréforo.
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En algunos ejemplos, una diana celular comprende cualquier compafiero de unién/interaccién adecuado (por ejemplo,
receptor, enzima, complejo proteico) para un agente bioactivo (por ejemplo, molécula pequefia, proteina, acido
nucleico, lipido, etc.). Sin embargo, en algunos ejemplos, no se requiere conocimiento de la interaccion entre una
diana celular y un agente bioactivo para practicar la invencién. En ejemplos concretos, una diana celular es una
proteina o complejo de proteinas que se une o interacciona con (por ejemplo, tiene una afinidad de unién a) un agente
bioactivo. En ejemplos mas particulares, una diana celular es una proteina receptora o una enzima que se une o
interacciona de otra manera (por ejemplo, tiene una afinidad de unién) con un agente bioactivo de molécula pequefia.
La presente divulgacién no esta 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 mas diferentes encuentran uso en la
presente invencion. Los ejemplos de dianas celulares pueden incluir acidos nucleicos (por ejemplo, ADN o ARN),
polisacaridos o un complejo que comprende cualquiera de estos con polipéptidos. En algunas realizaciones, una diana
celular es un receptor acoplado a proteina G o una proteina 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,
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 proteina 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 proteina
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.° 2010/0281552 y la solicitud
de patente de Estados Unidos N.° 2012/0174242.

En algunas realizaciones, la proteina indicadora bioluminiscente comprende NANOLUC (véase la solicitud de patente
de Estados Unidos n.° 2010/0281552 y 2012/0174242). En algunas realizaciones, la proteina 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 caracteristicas bioluminiscentes. En determinados ejemplos, el uso de la
enzima NANOLUC, o una variante de la misma, proporciona caracteristicas (por ejemplo, intensidad de sefal, brillo,
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 concentracion (por ejemplo, <1
UM, <100 nM, <10 nm, <1 nm, etc.) de componentes del ensayo, por ejemplo, ADN que codifica NANOLUC, util para
realizar ensayos en condiciones fisiolégicamente relevantes. En algunos ejemplos, NANOLUC permite el uso de BRET
en la caracterizacién de dianas celulares identificadas en un cribado fenotipico.

En algunos ejemplos, se proporciona un sustrato para la proteina indicadora bioluminiscente. En algunos ejemplos, la
proteina indicadora bioluminiscente convierte el sustrato en un producto de reaccién y libera energia 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
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 proteina indicadora bioluminiscente, que produce un sustrato a través de un proceso quimico o fisico (por
ejemplo, hidrdlisis, reaccidon enzimatica, foto-escision, etc.). En algunos ejemplos, el prosustrato comprende
coelenterazina, un derivado de coelenterazina, un equivalente estructural o funcional de coelenterazina, una molécula
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 proteina 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 energia luminosa
como subproducto.

En algunas realizaciones, el fluoréforo y el indicador bioluminiscente se seleccionan para mostrar una superposicion
suficiente de emisién (por ejemplo, del indicador bioluminiscente) y los espectros de excitacion (por ejemplo, del
fluoréforo) para proporcionar una transferencia de energia eficiente entre los dos (por ejemplo, mediante acoplamiento
dipolo-dipolo no radiativo). En algunos ejemplos, el pico de emision del indicador bioluminiscente esta sustancialmente
separado del pico de emision del fluoréforo, 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 fluoréforo e indicador bioluminiscente es
pequena (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 fluoréforo y el indicador bioluminiscente deben estar muy cerca para que se produzca
la transferencia de energia. Por consiguiente, la corta distancia de Forster reduce la sefial aberrante y/o de fondo (por
ejemplo, creada al difundir fluoréforo y/o indicador).

En determinados ejemplos, se seleccionan un par de fluoréforo e indicador bioluminiscente que son lo suficientemente

brillantes como para permitir la deteccién de la sefal transferida en una abundancia nativa (o cerca de la abundancia
nativa) de la proteina de interés y/o la diana celular fusionada al indicador bioluminiscente. En algunos ejemplos, si el
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fluoréforo o el indicador bioluminiscente seleccionados producen una emision de energia (luz) insuficiente, la fusion
dela diana celular y el indicador bioluminiscente debera sobreexpresarse (por ejemplo, mas alla de la abundancia
nativa, mas alla de un nivel biolégicamente relevante, etc.), y/o la cantidad de agente bioactivo fijado al fluoréforo
tendra que incrementarse (por ejemplo, a un nivel potencialmente toxico, mas alld de un nivel fisiolégicamente
relevante, por encima de la cantidad cuando se pueden realizar experimentos cinéticos, etc.). En algunos ejemplos, el
brillo suficiente del indicador bioluminiscente y el fluoréforo permite la deteccion del agente bioactivo y la interaccion
de la diana celular en un intervalo de concentraciones y relaciones.

En algunos ejemplos, las composiciones, los métodos y sistemas se proporcionan para la identificacion de las dianas
celulares de los compuestos coincidentes que emergen de un ensayo fenotipico o cribado fenotipico. En algunos
ejemplos, tras la identificacion de agentes bioactivos capaces de provocar un fenotipo, los "compuestos coincidentes”
fijados a los fluoréforos se usan para identificar dianas celulares, a través de su enlace con una proteina indicadora
de bioluminiscencia (por ejemplo, la unidon del agente bioactivo a la diana celular da como resultado BRET entre la
proteina indicadora de bioluminiscencia y el fluoréforo). En tales ejemplos, aunque un fenotipo se ha asociado con un
agente bioactivo particular, el compafiero de interaccion (por ejemplo, diana celular) para ese agente bioactivo es
desconocido o es incierto. En algunos ejemplos, un agente bioactivo fijado a un fluoréforo puede regenerar un fenotipo,
validando asi que la fijacion del agente bioactivo al fluoréforo (o la diana celular al indicador bioluminiscente) no afecta
a los patrones de unién celular y/o interrumpe su actividad biolégica. En algunos ejemplos, el uso de una biblioteca de
dianas celulares, cada una fusionada con la proteina indicadora bioluminiscente (por ejemplo, NANOLUC),
proporciona menos interferencia debido a la baja solubilidad o baja abundancia nativa de la diana celular en
comparacién con otros métodos de deteccion (por ejemplo, analisis de espectrometria de masas). En algunos
ejemplos, dicho método de deteccidon proporciona un mayor grado de sensibilidad o especificidad. En algunos
ejemplos, la identificacion de la diana mediante el enlace a una proteina indicadora de bioluminiscencia permite la
deteccion a través de la transferencia de energia, incluso cuando la union de la diana es ineficiente o incompleta. En
algunas realizaciones, la unién de un agente bioactivo (por ejemplo, una molécula pequefia) a una diana celular se
caracteriza mediante un ensayo de union competitiva (véase la Figura 1C y 1D). En algunos ejemplos, BRET permite
el andlisis de la afinidad de unién del compuesto coincidente en células vivas utilizando el desplazamiento competitivo
de un trazador fluorescente (por ejemplo, fluoréforo) 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 identificacion de la diana, proporcionando asi una mayor rigurosidad para identificar dianas celulares, los
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 farmacos,
validacién de farmacos, descubrimiento de dianas farmacologicas o validaciéon de dianas farmacolégicas. En
determinados ejemplos, se puede detectar, validar y/o caracterizar la interaccion de union entre un agente bioactivo
(por ejemplo, una molécula pequefa similar a un farmaco) y una diana celular. En algunos ejemplos, la afinidad de
union relativa de los agentes bioactivos por una diana celular (por ejemplo, en solucién, 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
fluoréforo. Especificamente, una mayor afinidad de unién de un primer agente bioactivo con respecto a un segundo
agente bioactivo se indica al requerir una concentracion mas baja del primer agente bioactivo para desplazar un agente
bioactivo fijado en relacién con el segundo agente bioactivo. El desplazamiento del agente bioactivo fijado esta
determinado por la pérdida o reduccién de la transferencia de energia de la proteina indicadora bioluminiscente
fusionada a una diana celular. En algunos ejemplos, la concentracion de agente bioactivo necesaria para desplazar
un agente bioactivo fijado se usa para estimar la CEso de unién o la constante de inhibicion (Ki) para el agente bioactivo.
En algunos ejemplos, el desarrollo de agentes bioactivos nuevos o modificados se guia por su capacidad para
desplazar uno o mas agentes bioactivos, cada uno fijado a un fluoréforo, de una o mas dianas celulares, cada uno
fusionada a una proteina indicadora bioluminiscente.

En algunos ejemplos, una coleccion de compuestos que pueden tener una afinidad de unién desconocida con un
objetivo celular puede analizarse por su capacidad para unir el objetivo fusionado a una proteina bioluminiscente
determinando su capacidad de desplazar un agente bioactivo fijado a un fluoréforo. En algunos ejemplos, los
compuestos pueden seleccionarse por su capacidad para unirse a una primera diana celular preferentemente en
relacion con una segunda diana celular por su capacidad de desplazar un primer agente bioactivo fijado desde la
primera diana celular en relacién a un segundo agente bioactivo fijado desde la segunda diana bioactiva. En algunos
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 investigaciéon, compuesto
principal, etc.) para version o versiones de tipo salvaje y mutantes de una diana celular, por ejemplo, proteina diana.
En algunos ejemplos, la caracterizacion de la afinidad y la selectividad del agente bioactivo marcado con fluorescencia
(por ejemplo, farmaco) a una proteina mutante relevante para la enfermedad puede realizarse en las células. Dichos
sistemas y métodos pueden ser Utiles para identificar uno o0 mas agentes bioactivos (por ejemplo, farmaco) que se
unen selectivamente a una proteina de tipo salvaje o mutante de forma diferencial.

Ademas 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 union fuera de la diana de un agente bioactivo es responsable de una parte de los
efectos terapéuticos y/o adversos asociados con la administracion 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 unién del agente bioactivo fuera de la diana
proporciona informacion valiosa sobre la farmacologia del agente.

En algunos ejemplos, los sistemas y métodos descritos en el presente documento proporcionan la capacidad de
estimar las caracteristicas de unién de un agente bioactivo fijado con un fluoréforo a una diana celular fusionada a un
indicador bioluminiscente (por ejemplo, CE50, Kq, velocidad de union, influencias medioambientales, etc.) En algunos
ejemplos, las caracteristicas de unién se correlacionan con las caracteristicas bioquimicas, fisicas o fenotipicas
relacionadas con la diana celular. En algunos ejemplos, el perfil cinético de la formacién o disolucion del complejo
BRET se puede utilizar para inferir las velocidades de asociacion o disociacion de los agentes bioactivos no fijados.
En algunos ejemplos, estas velocidades de asociacion/disociacién se pueden utilizar para estimar los tiempos de
residencia del farmaco para dianas individuales dentro de las células intactas. En algunos ejemplos, los sistemas y
métodos son Utiles en estudios de mecanismo de accién molecular termodinamico (MMOA) sobre interacciones
entropicas frente a entalpicas. 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 caracteristicas
de unién del agente bioactivo fijado pueden usarse para determinar la influencia de la modificacién postraduccional
(por ejemplo, escision, fosforilacion, metilacion, acetilacion, lipidacion, etc.), translocacion intracelular (por ejemplo,
movimiento hacia un nucleo, mitocondrias, membrana, etc.), o interaccion de proteinas (por ejemplo, interacciones
con otras proteinas, acidos nucleicos, lipidos, etc.) en la diana celular. Un ejemplo es determinar las caracteristicas
de unién de un anticuerpo a una diana celular por su influencia en las caracteristicas de unién del agente bioactivo
fijado. En algunos ejemplos, las caracteristicas de union del agente bioactivo fijado pueden usarse para determinar la
influencia de las modificaciones quimicas o la transformacién del agente bioactivo o el fluoréforo fijado (por ejemplo,
metabolismo intracelular, cambio en estado iénico, etc.).

En algunos ejemplos, la diana celular puede comprender mas de un componente molecular. Por ejemplo, la diana
puede comprender mas de un polipéptido y ademas puede comprender otras moléculas naturales o sintéticas (por
ejemplo, grupos prostéticos, cofactores, metabolitos, acidos nucleicos, lipidos, hidratos de carbono, etc.). En algunos
ejemplos, un agente bioactivo fijado a un fluoréforo se une a un primer componente molecular, y un indicador
bioluminiscente se fusiona a un segundo componente molecular, de modo que se produce una sefial del agente
bioactivo fijado cuando se une al primer componente molecular y el primer componente molecular esta muy cerca del
segundo componente molecular.

A priori no es necesario conocer la existencia de una interaccion entre un agente bioactivo y la diana celular para
practicar la invencion. En algunos ejemplos, se proporciona deteccion y/o caracterizacion de una interaccion
desconocida o no identificada previamente por transferencia de energia. 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
expresion dentro de las células (por ejemplo, permite la adicion de suficiente fluoréforo aceptor para generar una sefal
detectable), concentraciéon de proteina natural de la diana celular (por ejemplo, no hay necesidad de sobreexpresién
para obtener suficiente sefial para la deteccion), sefial detectable en un lector de placas (por ejemplo, deteccion de
alto rendimiento, no es necesaria la imagen), deteccién de interacciones dentro de una célula, etc.

En algunos ejemplos, los agentes bioactivos (por ejemplo, compuestos coincidentes) se conjugan con un colorante
aceptor de energia fluorescente y, por lo tanto, la unién del agente modificado a su diana celular fusionada con
luciferasa (por ejemplo, fusionada a NANOLUC) da como resultado la transferencia de energia 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
que permite la deteccidn de dianas que interaccionan con los compuestos coincidentes con baja afinidad. En algunos
ejemplos, BRET permite mediciones de afinidad de union en células vivas mediante el desplazamiento competitivo de
un trazador fluorescente disefiado para el mismo sitio de unioén.

En algunos ejemplos, la eficiencia BRET se ve significativamente mejorada por las caracteristicas técnicas de
NANOLUC como donante de energia en comparacion con otras luciferasas. Por ejemplo, NANOLUC es
significativamente mas brillante que otras luciferasas de uso habitual para BRET, lo que permite cuantificar la
transferencia de energia a niveles de expresidon mas bajos que son mas adecuados para mantener una biologia
relevante dentro de una célula. En algunos ejemplos, el estrecho espectro de emision de NANOLUC aumenta el
intervalo dinamico al reducir el cruce espectral en el canal aceptor. En algunos ejemplos, el intervalo dinamico se
puede aumentar aun mas mediante el uso de aceptores de longitud de onda larga que emiten en la regién del rojo
cercano del espectro (600 a 650 nm). En algunos ejemplos, La evaluacién de multiples ligandos de colorante durante
el desarrollo de las realizaciones de la presente invencion revelé que los analogos de rodamina (por ejemplo, el
analogo de carboxirodamina), tales como los descritos en el documento W02013/078244, ofrece un intervalo dinamico
Optimo para su uso con NANOLUC y/o en las aplicaciones BRET descritas en el presente documento.
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PARTE EXPERIMENTAL
Ejemplo 1

Se realizaron experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invencion para demostrar el
rendimiento mejorado de los conjugados trazadores de PBI y se compararon con los conjugados con colorantes
estandar para aplicaciones de trazadores de farmacos. En este ejemplo, los conjugados de acido suberoilanilida
hidroxamico (SAHA), un inhibidor de la histona desacetilasa 6 (HDAC6) y un colorante PBI (SAHA-TOM (PBI-4968);
véase la figura 8) o colorante estandar (SAHA-TAMRA (PBI-4967); véase la figura 8) se utilizaron en un ensayo BRET
intracelular utilizando una proteina de fusion NanoLuc-HDAC (SEQ ID NO:3).

Las células HEK293 se transfectaron usando FuGene HD (Promega Corp.) con ADN plasmidico que codifica una
proteina de fusién NanoLuc-HDACG6. El ADN DE NanoLuc-HDACSG se diluy6 1:1000 con un ADN vehiculo sin promotor
(pGEM32Z) para producir una concentracion 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 transfeccion, las células se
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 farmacos, se afadié furimazina (un
sustrato derivado de coelenterazina para NanoLuc; Promega Corp.) a una concentracion de 20 uM, y el BRET se
cuantificd en un lumindmetro Varioskan. La sefial BRET especifica se calculé restando la sefial no especifica (en
presencia de SAHA sin marcar) de la sefial generada solo por el trazador SAHA.

Los resultados en la figura 2 demuestran que el conjugado/trazador SAHA-TOM (PBI-4968) generd una sefial superior
especifica de BRET en comparacion con SAHA-TMR (PBI-4967) y también generd un valor de CEsp desplazado a la
izquierda para la union dentro de las células vivas. Como conjugado de farmaco para aplicaciones BRET, el beneficio
del colorante PBI-4968 TOM sobre otros fluoréforos de uso habitual se puede aplicar a ensayos de unién competitiva
o deteccion de identificacion de dianas (protedmica quimica) utilizando bibliotecas de proteinas de fusion NANOLUC.

Si bien este ejemplo demuestra la union de un trazador de farmacos a una diana de alta afinidad conocida, en otras
realizaciones, dicho trazador se combina con una biblioteca de proteinas de fusion NANOLUC para perfilar afinidades
y especificidades relativas a farmacos en familias de dianas. En tales ejemplos, los esfuerzos de elaboracion de perfiles
ayudan en la identificacion de farmacos con perfiles de union promiscuos, que puede correlacionarse con los efectos
secundarios indeseables del farmaco in vivo.

Ejemplo 2

Se llevaron a cabo experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invenciéon para demostrar el
beneficio inesperado de niveles bajos de expresion de NanoLuc para aplicaciones BRET.

A) Las células HEK293 se transfectaron usando Fugene HD con cantidades variables de ADN NanoLuc-HDACG6 y
se sembraron en un formato de placa de 96 pocillos. Para la transfeccion, el ADN de NanoLuc-HDACS6 se diluyo
con ADN vehiculo sin promotor (pGEM3Z). La concentracién final de ADN/pocillo permanecié en 50 ng/pocillo; no
obstante, el ADN de NanoLuc-HDACG6 se diluyé 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 transfeccion, las células se trataron con
SAHA diluido en serie en presencia de una concentracion fija (1 yM) de SAHA-TOM (PBI-4968; véase la figura 8)
conjugado. Después de dos horas de incubacion, se afiadié furimazina a 20 yM y se detectdé BRET en un
luminémetro Varioskan. Los resultados en la figura 3 demuestran que se requirié una dilucién inesperadamente
alta de ADN que codifica la fusion NanoLuc para lograr la sefial adecuada de fondo para las aplicaciones BRET.
B) EI ADN que codifica una proteina de fusion NanoLuc-Histamina HI (GPCR) se transfect6 en células HEK293
usando cantidades variables de ADN que van desde sin diluir a 1:10.000 (diluido con ADN vehiculo sin promotor
(PGEM3Z como se ha descrito anteriormente) para mantener una cantidad constante de ADN/transfeccion como
se ha descrito anteriormente). Veinticuatro horas después de la transfeccion, las células se trataron con
mepiramina-bodipy-633 (CellAura) diluido en serie y se equilibraron durante 2 horas. A continuacion, se trataron
las células con furimazina a una concentracion de 20 pM, y se detectd BRET en un luminémetro Varioskan.

Los resultados en la figura 3B indican que se requeria una gran dilucién de ADN que codifica la fusion NanoLuc para
generar una interaccion de alta afinidad con una sefial de fondo 6ptima. La capacidad de diluir las proteinas de fusion
NanoLuc a niveles extremadamente bajos es beneficiosa en varias aplicaciones BRET, incluyendo ensayos de union
competitiva o deteccion selectiva de identificacion de dianas (protedmica quimica) de las proteinas de fusiéon NanoLuc.

Ejemplo 3
Se llevaron a cabo experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invencion para demostrar el
valor predictivo de la medicion de BRET intracelular para cuantificar la unién de profarmacos en comparacion con los

formatos bioquimicos tradicionales (en funcién de la actividad). El ejemplo incluye el profarmaco natural, FK228, que
requiere la activacion del ambiente reductor del citoplasma celular y capacidad de unién a HDACSG.
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Las células HEK293 se transfectaron con ADN que codifica NanoLuc-HDAC6 a una dilucién 1:1000 con ADN vehiculo
como se ha descrito previamente. Veinticuatro horas después de la transfeccién, las células se incubaron con
profarmacos naturales diluidos en serie, FK-228; en presencia de una concentracion fija (1 yM) de conjugado SAHA-
TOM (PBI-4968). Para realizar una comparacion, se realizé en paralelo un ensayo bioquimico HDAC6 en funcion de
la actividad. Brevemente, se realiz6 una dilucion en serie de 3 veces de FK-228 (n.° S3020 en el catalogo de
Selleckchem) a 100X en DMSO al 100 % en pocillos de una placa de 96 pocillos. Se afiadié una alicuota de 5 ul de
esta serie de titulacion 100X/DMSO al 100 % a 245 pl de tampodn de ensayo HDAC-Glo™ /Il solo (Promega Corp.) o
245 ul de tampdn de ensayo HDAC-Glo™ /Il suplementado con 2X (0,5 mM) de DTT para hacer una serie de titulacion
intermedia maestra 2X/DMSO al 2 % de FK-228 en pocillos de una placa de 96 pocillos. De esta serie maestra de
titulacion intermedia, se transfirieron 5 pl de réplicas a los pocillos de una placa de ensayo blanca de 384 pocillos
(Corning 3673). A todos los pocillos se afiadieron 5 pl de 2X (2 nM) DE HDAC 6 (n.° de catalogo BPS Bioscience
50006) para una concentracion final 1 nM de HDACG6/pocillo. Las mezclas de enzima/inhibidor de 10 ul durante 45
minutos a temperatura ambiente. Se afadié un volumen igual (10 pl) de Reactivo de deteccion final HDAC-Glo™ I/l
(Promega Corp.) a todos los pocillos (20 uyl de volumen de ensayo final), y se midié la luminiscencia después de 10
minutos de incubacion a temperatura ambiente. Para todas las condiciones de prueba, la concentracion final de
sustrato HDAC-Glo™ I/l fue de 50 pM. Los datos se representaron (respuesta a la dosis sigmoidal - pendiente variable)
usando el software Prism™ de GraphPad (sin DTT: circulos cerrados; DTT 0,25 mM: cuadrados abiertos).

Los resultados en las figuras 4A y 4B indican el requisito del medio celular para medir la unién de profarmacos que la
célula debe procesar para activarse.

Ejemplo 4

Se llevaron a cabo experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invencién para demostrar el uso
de agentes de permeabilizacién para introducir trazadores de farmacos impermeables en las células.

Las células HEK293 se transfectaron con ADN que codifica PKCalfa (PKCa)-NanoLuc o NanoLuc-PKCalfa a una
dilucion de 1:1.000 de ADN con ADN vehiculo sin promotor como se ha descrito anteriormente. Veinticuatro horas
después de la transfeccion, las células se trataron con o sin digitonina hasta una concentracion final de 50 pg/ml. A
continuacion, las células se trataron con un conjugado de estaurosporina-PBl-colorante diluido en serie (PBI-5129;
véase la Figura 8). Las células se incubaron conjuntamente en presencia o ausencia de estaurosporina no conjugada
5 uM como control de especificidad para la unién. Después de dos horas de equilibrio con un trazador, se afiadié
furimazina a una concentracion final de 20 uM y las proporciones de BRET se midieron en un luminémetro Varioskan
(figuras 5A y 5B).

En un segundo experimento, las células PKCa-NanoLuc transfectadas de forma idéntica se trataron con digitonina
diluida en serie antes del tratamiento con una concentracion fija del trazador estaurosporina-TOM (PBI-5129; véase la
figura 8) (concentracion final 5 pM) en presencia o ausencia de estaurosporina 5 pM sin marcar (control de
especificidad) (figuras 5C).

Las figuras 5A-C demuestran la capacidad de usar el agente de permeabilizaciéon para potenciar la entrada de
trazadores de farmacos impermeables y se aplican a los cribados protedmicos quimicos en funciéon de BRET de las
bibliotecas de proteinas de fusién NanoLuc™.

Ejemplo 5

Se llevaron a cabo experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invencién para demostrar el uso
de NanoLuc/BRET para medir afinidades relativas de farmacos en células vivas. En algunos ejemplos, se configuran
experimentos similares para optimizar los hilos de los cribados quimicos de alto rendimiento.

Las células HEK293 se transfectaron con ADN que codifica una proteina de fusién NanoLuc-p38 (a una concentracion
final de ADN de 50 ng/pocillo en formato de 96 pocillos). Veinticuatro horas después de la transfeccion, las células se
trataron con BIRB-796 o PBI-4835 diluidos en serie en presencia de PBI-4838 0,5 uM (derivado conjugado de BIRB;
véase, por ejemplo, documento WO2013/078244.
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PBI 4835

Después de dos horas de equilibrio, se afiadié furimazina a una concentracién de 20 uM y se midi6 BRET en un
luminémetro Varioskan.

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 farmacos no marcados se
puede aplicar a los cribados de HTS, optimizacién principal o aplicaciones de proteémica quimica. En algunas
realizaciones, se configuran experimentos similares para caracterizar compuestos coincidentes optimizados a partir
de cribados quimicos de alto rendimiento (por ejemplo, los compuestos con valores de Clso mas bajos para el
desplazamiento del trazador indicarian una mayor eficiencia de unién a la diana de interés).

Ejemplo 6

Se llevaron a cabo experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invencién para demostrar el uso
de NanoLuc/BRET para monitorizar la cinética de union en las células vivas. En algunos ejemplos, se configuran
experimentos similares para optimizar los hilos de los cribados quimicos de alto rendimiento.

Las células HEK293 se transfectaron con ADN que codifica una fusién NanoLuc-p38 (a una concentracion final de
ADN de 50 ng/pocillo en formato de 96 pocillos). Veinticuatro horas después de la transfeccion, las células se
pretrataron durante 2 horas con furimazina protegida (PBI-4378; véase la figura 8) hasta una concentracion final de
20 uM. La BRET se midi6 en el tiempo en un luminémetro 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 yM como control de especificidad). La dosis y los aumentos dependientes del tiempo en BRET se
monitorizaron cinéticamente durante 4 horas.

En un experimento separado, las células transfectadas se pretrataron con PBI-4377 20 uM y PBI-4838 1 uM para
generar una sefial BRET constante.

PBEl| 4378 PBI 4377

Después de una breve lectura previa, las células fueron estimuladas con BIRB-796 1 puM sin marcar y el
desplazamiento competitivo se monitorizé 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
células vivas. Dichos formatos pueden explotarse para HTS o la deteccién de proteémica quimica de proteinas de
fusion NanoLuc en células vivas. En algunos ejemplos, se configuran experimentos similares para caracterizar
compuestos principales optimizados a partir de cribado quimico de alto rendimiento (por ejemplo, compuestos con
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cinética de asociacion o disociacion alterada respecto a la diana de interés). Ademas de proporcionar una medida de
afinidades relativas del compuesto, tales mediciones cinéticas de BRET podrian permitir evaluaciones cuantitativas
del tiempo de residencia diana bioquimicamente o dentro de células intactas

Ejemplo 7

El ejemplo siguiente se refiere al uso de sustratos NANOLUC especificos (véase la figura 8) o componentes
enzimaticos para discriminar la localizacion subcelular de un evento de unién a farmacos usando BRET.

La separacion fisica de polipéptidos o péptidos enzimaticos NANOLUC complementarios permite el aislamiento de la
sefial NANOLUC (donante) al espacio extracelular. Por ejemplo, el péptido sefial pequefio esta fijado genéticamente
a un receptor de superficie celular. Tras la adicion exdgena del polipéptido sefial grande al medio celular, la sefial del
donante esté aislada del espacio extracelular. Este aislamiento de sefial aumenta la proporcion sefal/fondo generada
en varias aplicaciones BRET, incluida la proporcion unién/desplazamiento del trazador de farmacos.

En algunos ejemplos, se utilizan fusiones de proteina NANOLUC de longitud completa si se aplica un sustrato
NANOLUC impermeable.

Ejemplo 8

Lo siguiente proporciona esquemas de sintesis para compuestos de ejemplo que encuentran uso en realizaciones de
la presente invencion.

SAHA amina protegida con Boc

El acido 7-tritiloxicarbamoil heptanoico (200 mg, 463 umol) se combind con 4-[(N-Boc)aminometil]anilina (113 mg, 510
umol), HBTU (352 mg, 927 pymol) y trietilamina (194 pl, 1,4 mmol) en 3 ml de DMF. La reaccién se agité durante la
noche, a continuacién se adsorbié sobre Celite, y el producto se obtuvo por cromatografia en columna eluyendo con
un gradiente de 0-> 100 % de EtOAc en heptanos. Calculado para M + H: 635,3; observado 635,9

SAHA amina

El acido suberoil(4-[(N-Boc)aminometil]anilida)hidroxamico (286 mg, 450 mmol) se disolvié en 2 ml de DCM al que se
afadieron 0,25 ml de TIS. A continuacién se afadio acido trifluoroacético (0,9 ml) y la reaccién se agité durante 30
minutos. Los disolventes se eliminaron a presién reducida, y el producto de reaccién en bruto pudo purificarse por
HPLC preparativa o usarse sin purificacién adicional.

PBI-4967 SAHA-TAMRA

I

—N 0] SN

El producto bruto de la reaccion del acido suberoil[4-(aminometil)anilida]hidroxamico (27 mg) se combind con 4 mg
(7,6 pmol) de éster de tetrametilrodamina6-succinimidilo en 1 ml de DMF con 5 gotas de TEA. Después de 30 minutos,
la reaccion se diluyé con H20 y MeCN, y el producto se aislé por HPLC preparativa (5-> 60 % de MeCN en TFA acuoso
al 0,1 %). La liofilizacién de las fracciones apropiadas produjo el producto deseado como un sélido magenta. Calculado
para H + H: 706,3; observado 706,6.

PBI-4968 SAHA-TOM
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El producto de reaccion bruto de acido suberoil[4-(aminometil)anilidalhidroxamico (8 mg) se combiné con 5 mg (7,6
umol) de éster de 6-succinimidilo TOM en 0,8 ml de DMF con 3 gotas de TEA. Después de 30 minutos, la reaccién se
diluy6 con H20 y MeCN, y el producto se aislé por HPLC preparativa (5-> 60 % de MeCN en TFA acuoso al 0,1 %).
La liofilizacion de las fracciones apropiadas produjo el producto deseado. Calculado para M + H: 838,4; observado
838,7

Estaurosporina-amina

El p-nitrofenilcarbamato de estaurosporina (3 mg, 4,8 uymol) se disolvié en 0,5 ml de DMF y se traté con un exceso de
cadaverina. La reaccion se calentd en un bafio de aceite a 70 °C durante 2 horas, después se diluy6 con Hz20, se
acidificé con acido formico y se sometié a HPLC preparativa eluyendo con 25 % -> 75 % de MeCN en NH4OAc 10 mM
acuoso. Las fracciones apropiadas se liofilizaron para proporcionar un soélido ligeramente amarillo. Calculado para M
+ H: 595,3; observado 595,5

PBI-5129 Estaurosporina-TOM

Se disolvié 5-aminopentilcarboxamida de estaurosporina (5 mg, 8,4 umol) en 1 ml de DMF y se trat6 con trietilamina
y TOM 6-SE (4 mg, 6 pymol). La reaccion se controlé mediante HPLC analitica. Tras finalizar la reaccion, se afiadieron
MeCN y H20, y el TEA se neutralizé mediante la adiciéon de una pequefia cantidad de AcOH. La HPLC preparativa (25
% -> 100 % de MeOH en NH4OAc 10 mM) y la concentracion posterior produjeron 1,8 mg de un sélido azul oscuro.
Calculado para M + H: 1139,5; observado 1139,8.

Dasatinib-TOM

TOM-pentilamina
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El acido TOM 6-carboxilico (26 mg, 46 pmol) se agité en 1 ml de DMF con 2 equivalentes de trietilamina y se tratd con
TSTU (17 mg, 56,5 ymol, 1,2 equiv), y la reaccion se controld mediante HPLC. Después de 40 minutos, la reaccién se
afiadio a una solucion de cadaverina (94 mg, 0,92 mmol, 20 equiv.) en 0,5 ml de DMF y se agité durante 20 minutos.
A continuacién, la reaccion se neutralizd mediante la adiciéon de TFA y se diluyé con MeCN y agua. La HPLC
preparativa (25-> 100 % de MeCN en TFA acuoso al 0,1 %) y la posterior liofilizacion proporcionaron el producto
deseado como un sélido purpura. LCMS: Calculado para ((M + 2H)/2) 324,4; observado 324,3.

Dasatinib-TOM
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Dasatinib (25 mg, 51 pmol) se combiné con cloroformiato de p-nitrofenilo (14 mg, 69 pmol, 1,36 equiv.) y 30 ul de TEA
en 0,9 ml de DMF:THF 2:1. La reaccién se agit6é durante la noche y luego se afiadieron 35 mg de cloroformiato de p-
nitrofenilo adicional. Después de agitar durante 24 horas adicionales, © el volumen de la reaccion se afiadié a una
solucion de 7 mg (10 pmol) de TOM-pentilamina en 0,5 ml de DMF y 30 pl de TEA. A continuacion, la reaccion se agitd
durante 1 hora, seguido de dilucién con MeCN y agua y purificacion mediante HPLC preparativa. La liofilizacion
proporciond el producto deseado como un sélido purpura. MS: Calculado para ((M + 2H)/2) 580,8; observado 581,0.

Purvalanol-TOM PBI 5077
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El purvalanol (10 mg, 23 ymol) se agité en 1 ml de DMF con 20 mg de TEA (198 pmol) y se traté con 7,7 mg (25,4
umol, 1,1 equiv) de TSTU. Después de 30 minutos, la reaccién se diluyé con Et20 y la mitad del volumen de reaccion
total se afiadié a un vial que contenia 6 mg (9 umol) de TOM (5-aminopentil) -6-carboxamida. La reaccion se agitd
durante 3 horas y los compuestos organicos volatiles se eliminaron a presién reducida. La solucion de DMF resultante
se diluyé con agua y MeCN y se acidificé con TFA, a continuacion, el producto se aislé6 mediante HPLC preparativa
(25-> 100 % de MeCN en 0,1 % de TFA acuoso) y posterior liofilizacion para producir 3,5 mg de un sdlido purpura.
MS: Calculado para M + H: 1061,5, observado 1061,6.

Ejemplo 9

Uso de Renilla Luciferasa o NanoLuc luciferasa en el método de identificacion de compuestos de la presente
invencion

Las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmidico que codifica NanoLuc-p38alfa o Renilla Luc-p38alfa usando
Fugene HD (Promega Corporation) a una proporcién de lipido:ADN a 3:1 y se sembré 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 transfeccion, el medio
celular se reemplaz6 con medio sin suero (OptiMEM) y se incubd con PBI-4838 diluido en serie (derivado DE BIRB796
conjugado con colorante TOM) en presencia/ausencia de BIRB796 a 1 uM. Las células se incubaron a 37 °C durante
dos horas. A las muestras que expresan NanoLuc, se afiadié furimazina a una concentracion final de 20 uM. A las
muestras que expresan Renilla Luc, se afiadié coelenterazina nativa a una concentracién final de 20 uyM. A
continuacion, el BRET se midié en un luminémetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda de 450 nm y de
paso largo de 630 nm. La proporcion BRET se determiné dividiendo la sefal en el canal 630 por la sefial en el canal
450.

La figura 9 demuestra que tanto la Renilla luciferasa como la luciferasa NanoLuc pueden usarse en el método de la
presente invencioén. Tras el tratamiento de las células que expresan NanoLuc-p38alfa o Renilla Luc-p38alfa con PBI-
4838 diluido en serie, se observo un incremento de BRET dependiente de la dosis. Las concentraciones saturantes
de BIRB-796 sin marcar pueden bloguear esta sefial BRET, lo que indica especificidad de unién usando cualquiera de
la fusién de luciferasa a p38alfa.

Ejemplo 10
Comparacion de TOM-BIRB frente a TMR-BIRB contra NanoLuc-p38 alfa

Como se ha descrito anteriormente, las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmidico 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 transfeccion, el medio celular se reemplazé con medio sin suero (Opti-MEM) y se incub6 con PBI-4838
diluido en serie (derivado de BIRB796 conjugado con colorante TOM) o PBI-4836 (derivado de BIRB conjugado con
colorante TMR) en presencia/ausencia de BIRB796 a 1 uM. Las células se incubaron a 37 °C durante dos horas. A las
muestras que expresan NanoLuc, se afiadié furimazina a una concentracion final de 20 uM. A continuacion, el BRET
se midié en un luminémetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda de 450 nm y de paso largo de 630 nm.
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La proporciéon BRET se determind dividiendo la sefial en el canal 630 por la sefial 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 proteina diana en un formato basado en células. Las curvas dosis-respuesta para la uniéon de NanoLuc-
p38alfa indican una CEso de 38 nM para el conjugado BIRB-TOM, en comparacién con una CEso de 450 nM para el
conjugado BIRB-TMR. La afinidad notificada de BIRB-TOM es mas consistente con los informes de la bibliografia en
comparacion con BIRB-TMR (Chem Biol Drug Des 2009; 74: 547-559).

Ejemplo 11
Comparacion de BIM-TOM frente a BIM-TMR contra PKCalfa-NanoLuc

Como se ha descrito anteriormente, las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmidico que codifica PKCalfa-
NanoLuc (diluido a 1:1000 en ADN vehiculo pPGEM3Z) usando Fugene HD y se sembraron en placas de 96 pocillos
(para producir 50 ng/pocillo de ADN total). 24 horas después de la transfeccion, el medio celular se reemplazé con
medio sin suero (Opti-MEM) y se incub6 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 uM. Las células se incubaron
a 37 °C durante dos horas. A las muestras que expresan NanoLuc, se afadié furimazina a una concentracion final de
20 uM. A continuacion, el BRET se midié en un luminémetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda de 450
nm y de paso largo de 630 nm. La proporcion BRET se determiné dividiendo la sefial en el canal 630 por la sefial en
el canal 450. Para determinar sefiales BRET especificas, la proporcié BRET a cada concentracion de trazador +
estaurosporina sin marcar se rest6 de la proporcié BRET a cada concentracion 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
unirse a una proteina diana en un formato de célula permeabilizada. Las curvas dosis-respuesta para la uniéon PKCalfa-
NanoLuc indican una CEso de 483 nM para el conjugado BIM-TOM, en comparacién con la potencia desplazada
drasticamente hacia la derecha para el conjugado BIM-TMR. La afinidad notificada de BIM-TOM es mas consistente
con los informes de la bibliografia en comparacion con BIM-TMR (J Biol Chem. 25 de agosto de 1991; 266(24):15771-
81.).

Ejemplo 12
Identificacion de dianas a través de la via de p38/MAPK-Determinacion de la selectividad

El siguiente ejemplo sirve para demostrar la capacidad para perfilar la selectividad de un trazador de farmacos 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 farmacos marcados con fluorescencia usando BRET en las
células. Esta configuracién puede conducir a la identificacion de la diana farmacologica primaria, asi como
interactuadores fuera de la diana. El acoplamiento de mudltiples dianas puede ser indicativo de promiscuidad del
farmaco y posibles efectos secundarios del farmaco. 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 plasmidico 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,
10, 14, 11, 12 o 13, PKCalfa respectivamente) usando Fugene HD (Promega Corporation) a una proporciéon de
lipido: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 transfeccién, el medio celular se reemplazé con medio sin
suero (Opti-MEM) y se incub6 con PBI-4838 2 uM en presencia o ausencia de BIRB796 a 4 uM. Las células se
incubaron a 37 °C durante dos horas. A las muestras que expresan NanoLuc, se afiadié furimazina a una concentracion
final de 20 uM. A continuacién, el BRET se midié en un luminémetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda
de 450 nm y de paso largo de 630 nm. La proporcion BRET se determiné dividiendo la sefial en el canal 630 por la
sefal 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.

La Figura 13 indica la selectividad de PBI-4838 a Jnk2, p38beta y p38alfa, consistente con los informes de la
bibliografia. P38alfa es reconocido como la diana primaria de BIRB796. Sin embargo, las interacciones con dianas
tales como Jnk2 y p38beta podrian indicar posibles objetivos fuera de la diana. Como cabia esperar, la fusion PKCalfa-
NanoLuc combinada con PBI-4838 mostré una sefial BRET especifica relativamente pequefa debido a la escasa
afinidad de BIRB796 por esta diana.

Ejemplo 13

Identificacion de la diana a través de la via p38/MAPK- Determinacion de afinidad

El siguiente ejemplo sirve para demostrar la capacidad para perfilar la afinidad de un trazador de farmacos 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 farmaco marcado con fluorescencia por una diana dada
usando BRET en las células.

Las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmidico que codifica NanoLuc-p38alfa, NanoLuc-p38beta, Jnk2-
NanoLuc, PKCalfa-NanoLuc o NanoLuc-HDACG6 utilizando Fugene HD (Promega Corporation) a una proporcion de
lipido: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 transfeccién, el medio celular se reemplazé con medio sin
suero (Opti-MEM) y se incubé con PBI-4838 diluido en serie en presencia o ausencia de BIRB796 a 4 uM. Las células
se incubaron a 37 °C durante dos horas. Para un conjunto separado de muestras, las células transfectadas se trataron
con BIRB796 diluido en serie en presencia de PBI-4838 1 uM. A las muestras que expresan NanolLuc, se afadi6
furimazina a una concentracién final de 20 uM. A continuacién, el BRET se midi6 en un luminédmetro Varioskan
equipado con filtros de paso de banda de 450 nm y de paso largo de 630 nm. La proporcion BRET se determiné
dividiendo la sefial en el canal 630 por la sefial en el canal 450.

Las figuras 14 y 15 demuestran la aparente afinidad de PBI-4838 por Jnk2, p38beta y p38alfa. Como cabia esperar,
PKCalfa y HDAC6 mostraron relativamente poca sefial BRET especifica 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 podrian configurarse para ordenar en orden de
rango la afinidad de los trazadores de farmacos por un conjunto determinado de dianas (por un aumento en BRET) o
farmacos no modificados (por desplazamiento competitivo). Como se ha indicado anteriormente, las interacciones de
alta afinidad con las dianas, tales como Jnk2 y p38beta, podrian indicar posibles objetivos fuera de la diana.

Ejemplo 14
Determinacién de afinidad de un trazador de farmacos para la proteina 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 farmacos por
una proteina diana de tipo salvaje frente a la mutante. En este ejemplo, se determiné la afinidad de un compuesto
iBET marcado con fluorescencia (inhibidor de molécula pequena que se une a BRD4 impidiendo su interaccion con
histonas acetiladas) para la versién mutante y de tipo salvaje (N140A/N433A,; carece de la capacidad de union total a
iBET) de BRD4 (proteina 4 que contiene bromodominio). Se pueden usar configuraciones experimentales similares
para caracterizar la afinidad y selectividad del farmaco marcado con fluorescencia por una proteina mutante relevante
para la enfermedad en las células. Tales experimentos pueden ser Utiles para identificar farmacos que se unen
selectivamente a proteinas de tipo salvaje o mutantes de manera diferencial.

Las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmidico que codifica NanoLuc-BRD4 o NanolLuc-BRD4
(N140A/N433A) usando Fugene HD (Promega Corporation) a una proporcion de lipido: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 transfeccion, el medio celular se reemplazé con medio sin suero (Opti-MEM) y se incubé con PBI-
4966 diluido en serie (iIBET conjugado con colorante TOM) en presencia/ausencia de iBET a 10 uM. Las células se
incubaron a 37 °C durante dos horas. A las muestras que expresan NanoLuc, se afiadié furimazina a una concentracion
final de 20 uM. A continuacién, el BRET se midié en un luminémetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda
de 450 nm y de paso largo de 630 nm. La proporcion BRET se determiné dividiendo la sefial en el canal 630 por la
sefial en el canal 450.

La figura 16 indica las afinidades relativas de PBI-4966 con BRD4 de tipo salvaje frente a BRD4 mutante. Como cabia
esperar, se observa una potencia desplazada hacia la derecha con BRD4 mutante que indica una afinidad disminuida
por PBI-4966. Se podrian configurar experimentos similares para clasificar el orden de afinidad de los trazadores de
farmacos con mutantes relevantes para la enfermedad de una diana. Este principio podria ampliarse para medir las
afinidades relativas de los farmacos por las proteinas mutantes o de tipo salvaje mediante el desplazamiento
competitivo del trazador. Dado que el aumento de la sefial BRET es solo indicativo de unién a la fusién NanoLuc, este
método permite medir el acoplamiento de la diana en medio de una mezcla compleja de antigenos similares presentes
en la muestra de ensayo. Estos antigenos podrian incluir dianas de propiedades similares, pero no idénticas a la diana
de interés (por ejemplo, para discriminar analitos heterdlogos frente a endégenos o analito mutante frente a salvaje,
etc.).

Ejemplo 15

Panel compuesto de cribado para determinar el acoplamiento de la diana

El siguiente ejemplo demuestra que el método de la presente invencién puede usarse para cribar paneles compuestos
para determinar el acoplamiento de la diana. Este método de cribado también podria ampliarse a bibliotecas de

compuestos mas grandes (por ejemplo, LOPAC).

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 transfeccion, el ADN de NanoLuc-HDACSG se diluyé con ADN vehiculo sin promotor
(pGEM32Z). La concentracion final de ADN/pocillo permanecié en 50 ng/pocillo; sin embargo, el ADN de NanoLuc-
HDAC6 se diluyé a 1:1000 (a una densidad de siembra de 20.000 células/pocillo en formato de 96 pocillos).
Veinticuatro horas después de la transfeccion, las células se trataron con inhibidores diluidos en serie (véase la figura
17) en presencia de una concentracion fija (1 uM) de conjugado SAHA-TOM (PBI-4968). Después de dos horas de
incubacién, se afadié furimazina a 20 uM y se detecté BRET en un luminémetro Varioskan.

Los resultados en la figura 17 demuestran que los compuestos estructuralmente distintos pueden identificarse
mediante desplazamiento competitivo de trazadores de farmacos usando el método de la presente invencion.
Adicionalmente, se puede confirmar la potencia relativa de varias clases de compuestos. Los resultados indican poca
o ninguna eficacia de unién de apicidina a HDAC6 en comparacion con la alta eficacia de union de panabinostat o
SAHA a HDACEG. Esto es consistente con los informes de la bibliografia que utilizan formatos de ensayo ortogonales.
Este método de cribado podria ampliarse para incluir el cribado de alto rendimiento de bibliotecas quimicas grandes
para identificar/caracterizar nueva materia quimica con potencial inhibidor contra una diana determinada.

Ejemplo 16
Control de interacciones diana-farmaco

Se acepta comunmente que ocurre un alto grado de BRET no especifico en un medio que contiene una luciferasa en
presencia de un fluoréforo de superposicion espectral significativa (Couturier 2012). Esto se ha descrito como una
responsabilidad por el uso de BRET para cribados quimicos de alto rendimiento. El siguiente ejemplo sirve para
demostrar la capacidad de controlar las interacciones farmaco/diana utilizando conjugados fluoréforo-farmaco en
presencia de una luciferasa, NanoLuc, en medio a intervalos de concentracién comunmente reconocidos como
problematicos para BRET.

Las células HEK293 se transfectaron con ADN plasmidico que codifica CDK2-NanoLuc (diluido a 1:100 en ADN
portador de pGEM3Z) usando Fugene HD (Promega Corporation) a una proporcion de lipido: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 transfeccién, el medio celular se reemplaz6 con medio sin
suero (Opti-MEM) y se incub6 con PBI-5077 diluido en serie (purvalanol B conjugado con colorante TOM) en
presencia/ausencia de Purvalanol B a 10 uM. Las células se incubaron a 37 °C durante dos horas.

A las muestras que expresan NanoLuc, se afiadié furimazina a una concentracion final de 20 uM. A continuacién, el
BRET se midi6 en un lumindmetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda de 450 nm y de paso largo de 630
nm. La proporcion BRET se determiné dividiendo la sefial en el canal 630 por la sefial en el canal 450 (figura 18).

Este ejemplo apoya el uso de trazadores de fluoréforos en medio para controlar las interacciones farmaco/diana
mediante BRET. Co-incubando la muestra (+ trazador de farmaco) con purvalonol B (farmaco no modificado), se puede
medir la sefial BRET no especifica entre el NanoLuc y el trazador. Sobre el intervalo de concentracion del trazador
probado, esta sefial BRET de fondo era baja. Estos resultados demuestran que la unién especifica entre el trazador
del farmaco y la fusidon NanoLuc-diana se puede controlar en medio celular a pesar de una superposicion espectral
significativa entre el NanoLuc (donante) y el fluoréforo (aceptor).

Ejemplo 17
Cribado de ID de diana utilizando matrices de proteinas

El siguiente ejemplo demuestra la capacidad para generar matrices de fusion NanoLuc usando la expresion libre de
células y medir la union al farmaco y la afinidad relativa por BRET.

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), asi como un
control negativo HDACG irrelevante, se expresd en el sistema de transcripcién/traduccién de reticulocitos de
acoplamiento rapido TnT® T7 (Promega Corporation) segun lo recomendado por el fabricante para crear una matriz
con 23 fusiones NanoLuc diferentes. Cada reaccion de TNT® se diluyé a 1:100 en PBS y se sembrd en placas
replicadas en pocillos de placas de 96 pocillos. La matriz de fusién NanoLuc se cribé con 2 trazadores de farmacos
TOM diferentes (BIRB-TOM; PBI-4838 y Dasatinib-TOM; PBI-5170) en presencia y ausencia de exceso de farmaco
libre relevante. Para cada reaccion TNT®, se realizaron 4 réplicas con BIRB TOM 2 uM/4 réplicas con BIRB-TOM 2
UM + BIRB796 4 pM (total de 2 placas de 96 pocillos) y 4 réplicas con Dasatinib-TOM 1uM/4 réplicas con Dasatinib-
TOM 1 uyM + Dasatinib 5 yM (total de 2 placas de 96 pocillos). Las reacciones se incubaron con mezcla constante
durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de la incubacion, se afiadié furimazina a una concentracion final
de 20 yM. A continuacién se midioé el BRET en un lumindmetro Varioskan equipado con filtros de paso de banda de
450 nm y paso largo de 610 nm. La proporciéon BRET se determiné dividiendo la sefial en el canal 610 por la sefial 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 + sin modificar.
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Los resultados (Figura 19) demuestran la selectividad del trazador BIRB-TOM para JNk2, JNk3, MAPK14, MAPK11 y
MAPK13, asi como la selectividad del trazador Dasatinib-TOM para ABL1, Src, LCK, MEK5, MAPK11 y MAPK14
consistentes con los informes en la bibliografia. Estos resultados demuestran la capacidad para perfilar el trazador de
farmacos frente a un panel de supuestas dianas expresadas en el sistema de expresion libre de células e identificar
las coincidencias. Esta configuracion de matriz de fusién NanoLuc de proteina sin lavado puede conducir a la
identificacion de la diana primaria del farmaco, asi como interactuadores fuera de la diana.

Siguiendo el cribado anterior, las coincidencias e BIRB-TOM se analizaron adicionalmente para determinar la afinidad
de unién al trazador BIRB-TOM vy el desplazamiento competitivo del trazador BIRB TOM con el BIRB796. Los
experimentos de afinidad de unién 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 uM. Las reacciones se
incubaron a temperatura ambiente con mezcla constante durante dos horas y después de afadir furimazina a una
concentracion final de 20 yM 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
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 afiadir furimazina a una concentracion final de 20 uM analizada como se
ha descrito anteriormente. Los resultados de los experimentos de desplazamiento competitivo en la Figura 19 indican
que BIRB796 tenia la mayor afinidad por MAPK14 y Jnk2 con menor afinidad por MAPK11, MAPK13 y Jnk3. De
acuerdo con los informes de la bibliografia, BIRB796 se une eficientemente a MAPK14, pero también se acopla a otros
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 expresion libres de células e identificadas en el
cribado de la matriz de proteinas pueden analizarse adicionalmente mediante BRET para determinar la afinidad de
union al farmaco. Ademas, los resultados respaldan el uso de sistemas de expresion libres de células para generar
fusiones de proteinas NanoLuc como analitos adecuados para aplicaciones de acoplamiento a la diana.

Ejemplo 18
Nivel de expresion de fusiones NanoLuc

El siguiente ejemplo demuestra que la interaccién de alta afinidad con el trazador de farmacos con una sefal 6ptima
de fondo se logra cuando la expresion de la fusion NanoLuc esta cerca del nivel endégeno. Como se ha descrito
anteriormente, se demostré que se requeria una dilucion 1:1000 del ADN NanoLuc HDACG6 con un ADN portador para
lograr una interaccién de alta afinidad. En este ejemplo, la expresién de diluciones en serie del ADN NanoLuc HDAC6
se comparo con la expresion del HDAC6 enddgeno mediante analisis de transferencia Western.

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 HDACG. El ADN de NanoLuc HDACG6 se diluyé con un ADN portador que
no expresa (pCl neo). La concentracion final de ADN permanecio en 2 ug/pocillo mientras que el ADN de NanoLuc
HDACEG se diluy6 a 1:0, 1:10, 1:100,1:1000 y 1:10000. El control fue células no transfectadas. 24 horas después de la
transfeccion, se retiré el medio y las células se lavaron con PBS y se lisaron durante 10 minutos con 400 ul de tampon
de lisis de mamifero (Promega) +1:50 de RQ1 ADNasa (Promega) + 1x tampén RQ1. Después de la lisis, se afiadieron
133 pl de tampodn 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 bloque6 durante 1 hora con BSA
al 5 % (Promega) en tampdén TBS y se sonded durante la noche a 4 °C con dilucién 1:500 de anticuerpo HDAC6
(Millipore) en TBS suplementado con tween 0,1 % (TBST). Después de 3 lavados en TBST, la membrana se incubd
con anticuerpo frente a HRP anti-conejo (Jackson) en TBST durante 1 hora, después se lavo 5 veces con TBST y 1
vez con TBS. A continuacion, la membrana se incubé durante 1 minuto con el sustrato ECL de Promega y se escaned
en el Image Quant LAS4000 (GE). Los resultados (Figura 10) indican que la diluciéon de 1 1000 del ADN de NanoLuc
HDACEG tiene un nivel de expresion similar al nivel de expresion de HDAC6 enddgeno. Esta es la misma dilucién que
proporciond la interaccion de alta afinidad con el trazador del farmaco con una sefial 6ptima de fondo.

Ejemplo 19

Cuantificacion de la unién de citocinas fluorescentes a una fusion de un receptor de superficie celular y
NanoLuc

Se llevaron a cabo experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invencion 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 aplicé factor
de crecimiento epidérmico TAMRA disponible comercialmente (TMR-EGF; Life Technologies) en un ensayo BRET
celular usando una linea celular estable que expresa una proteina de fusion NanoLuc-EGFR (Her1). La sefial BRET
generada entre TMR-EGF y NanoLuc-EGFR puede inhibirse tras el tratamiento con anticuerpos terapéuticos que se
sabe que interfieren con la unién de EGF.

Se generd una linea celular estable HEK293 por transfeccién de ADN plasmidico de pF5 NanoLuc-EGFR (Promega
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Corp.) y FuGene HD (Promega Corp.). Después de la transfeccion, la linea celular estable se generd mediante
seleccion de G418, seguido de clonacién con dilucién 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 reemplazé con OptiMEM sin suero y se privé a las células de suero. Después de la privacion,
las células se trataron con TMR-EGF diluido en serie (Life Technologies). Tras el equilibrio con TMR-EGF, se afiadi6
furimazina (un sustrato derivado de coelenterazina para NanoLuc; Promega Corp.) a una concentracion de 20 uyM, y
el BRET se cuantificé en un luminédmetro Varioskan. En experimentos posteriores, el desplazamiento mediado por
anticuerpos de TMR-EGF se midié pretratando las células con Vectibix, Erbitux o Herceptin (control negativo) antes
de la estimulacién con TMR-EGF (concentracion final de 10 ng/ml).

Los resultados en la Figura 20 demuestran que el BRET puede usarse para cuantificar la union 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 unién a las citocinas pueden medirse mediante el desplazamiento
competitivo de la citocina fluorescente. Vectibix y Erbitux fueron capaces de inhibir la unién de TMR-EGF a NanoLuc-
EGFR, mientras que Herceptin (un enlazador Her2 con una afinidad insignificante por Her1) fue incapaz de inhibir la
unién TMR-EGF. Este ejemplo demuestra que la unidon de una citocina fluorescente a una diana de alta afinidad
conocida puede cuantificarse por BRET, en un formato que se puede reconfigurar facilmente para controlar la unién
de anticuerpos terapéuticos (por ejemplo, Vectibix, Erbitux, etc.) u otros enlazadores (por ejemplo, biolégicos 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 Farmacos biolégicos en un formato celular.

Ejemplo 20
Aplicaciones de BRET

En algunos ejemplos, la presente divulgacion permite la deteccion/medicion de tres restos que se unen: (1) Un péptido
de una proteina indicadora bioluminiscente y (2) un polipéptido de una proteina indicadora bioluminiscente que
interacciona a través de la complementacion estructural para formar un complejo y (3) un tercer resto fluorescente (por
ejemplo, una molécula pequena fluorescente).

A) Este ejemplo demuestra la transferencia de energia 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 unié un colorante fluorescente a la secuencia peptidica complementaria. Como
alternativa, podria fusionarse una proteina fluorescente (por ejemplo, una proteina de fusién) con un péptido o
polipéptido (por ejemplo, creado a partir de una construccion genética).

Se prepard lisado clarificado de E. coli que expresaba la secuencia polipeptidica complementaria (poli-lisado). Se
mezclaron 40 pl del poli-lisado con 10 ul de péptido complementario (pep) o péptido complementario marcado con
fluorescencia (pep-TMR) y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 50 pl de sustrato
100 yM para el complejo (furimazina) en HEPES 50 mM, pH 7,4 y se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La luminiscencia se midié a mas de 400-700 nm en TECAN M1000.

La figura 21 ilustra una transferencia de energia 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.

B) Este ejemplo demuestra el uso de BRET en la deteccidn, tal como detectar la concentracién de moléculas pequefas
o la actividad enzimatica. Dado que la transferencia de energia depende en gran medida de la distancia, la magnitud
de la transferencia de energia a menudo puede estar relacionada con la conformacién del sistema. Por ejemplo, la
insercion de un polipéptido que quela calcio puede usarse para medir la concentracion de calcio a través de la
modulacioén de la transferencia de energia.

Una enzima que también cambia la distancia, ya sea causando un cambio conformacional del sensor como el anterior
o mediante la escision 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 esta unido a un resto
fluorescente que transfiere su energia cuando interaccionan el péptido y el polipéptido estructuralmente
complementarios de una proteina indicadora bioluminiscente. Un ejemplo de esto es un sensor peptidico que se ha
fabricado en el que el péptido se conjuga con un colorante fluorescente a través de un enlazador (por ejemplo, sitio
de escision de DEVD Caspasa-3). Cuando se expone al polipéptido complementario, se observa transferencia de
energia. Cuando se expone a Caspasa-3, el resto fluorescente se libera del complejo y se elimina la transferencia de
energia, pero permanece la luminiscencia a 460 nm.

Un polipéptido complementario (SEQ ID NO: 8) y NL-HT (NanoLuc fusionado a HaloTag) se purificaron, se mezclaron
20 pl de NL-HT 8pM con 20 pl de PBI-3781 100 nM (véase, por ejemplo, el documento WO2013/078244) y se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 40 ul de NanoGlo+furimazina 100 uM y se midio
la luminiscencia sobre 300-800 nm en TECAN M1000, se mezclaron 20 pl de 33 ng/pl de un polipéptido
complementario (SEQ ID NO: 6) con 20 pl de PBI-5074~500 yM (colorante fluorescente-enlazador-péptido
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complementario), se afiadieron 40 ul de NanoGlo + furimazina 100 uM, y la luminiscencia se midié a mas de 300-800
nm en TECAN M1000,

La figura 22 ilustra la transferencia de energia 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.

C) Interacciones ternarias

La transferencia de energia con un par estructuralmente complementario de una proteina indicadora bioluminiscente
también se puede utilizar para medir tres moléculas que interaccionan, Un ejemplo es un GPCR fusionado a un
polipéptido complementario de una proteina indicadora bioluminiscente y una proteina que interacciona con GPCR
fusionada con un péptido complementario de la proteina indicadora bioluminiscente que forma un complejo
bioluminiscente cuando interaccionan, Esto permite medir la interaccién binaria, si un ligando de GPCR de molécula
pequefia con un resto fluorescente para la transferencia de energia interacciona con el complejo, se produce
transferencia de energia, Por consiguiente, la interaccién proteina-proteina binaria y la interaccion ternaria farmaco-
proteina-proteina se miden en el mismo experimento, También, la molécula fluorescente solo causa una sefial cuando
interacciona con el par de proteinas, que elimina cualquier sefal del ligando que interacciona con una proteina inactiva
(figura 23).

Ejemplo 21
BRET con donante de multiples componentes

El siguiente ejemplo demuestra que las interacciones ligando-receptor pueden controlarse a través de la transferencia
de energia de un donante luminiscente de multiples componentes, donde la emisiéon de luz requiere la presencia
simultanea de los componentes donantes, En este ejemplo, el donante estd 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 proteina de fusion expresada en células HEK293, La luminiscencia se genero a partir de la proteina
de fusion 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 sefial significativa de donante o de
receptor (figuras 24A, 25A), Cuando se aplicé una solucion de ligando fluorescente BRD4 (iBET-NCT), la sefial de
BRET dependiente de la dosis se generd solo en presencia del péptido PEP-80 (figura 24B, 25A, 25B), Adicionalmente,
esta sefal de BRET podria disminuirse mediante la unién competitiva de un ligando BRD4 no fluorescente que
demuestre especificidad de sefal (figura 25A).

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 transfeccién, el ADN de 11S-BRD4 se diluy6 con ADN portador sin promotor (0GEM3Z).
La concentracion final de ADN/pocillo permanecié en 50 ng/pocillo; sin embargo, el ADN de 11 S-BRD4 se diluy6 1:10
(a una densidad de siembra de 20.000 células/pocillo en formato de 96 pocillos). Veinte horas después de la
transfeccion, las células se lisaron en OptiMEM + 50 ug/ml de digitonina en presencia o ausencia de péptido PEP-80
1 uM. Las células se trataron después con iBET-NCT diluido en serie (PBI-4966) en presencia o ausencia de iBET 10
UM como control de especificidad. Después de 1 hora de incubacion, se afiadié furimazina a 10 uM y el BRET se
detectd en un luminémetro 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, deteccién de la unién selectiva del ligando a receptores
heterodiméricos u homodiméricos) por los miembros de unién del complejo a los componentes de un donante
luminiscente de multiples componentes. Por tanto, esta aplicacion podria usarse para controlar el acoplamiento de la
diana en complejos proteicos relevantes para la enfermedad.

Ejemplo 22

Se realizaron experimentos durante el desarrollo de realizaciones de la presente invencién para demostrar que las
interacciones receptor-ligando intracelular se pueden controlar mediante transferencia de energia desde un complejo
proteico, donde la emisién de luz requiere proximidad de los componentes de donante luminiscente, facilitados por la
interaccion entre las proteinas. En este ejemplo, el donante esta 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 proteinas de fusidon se expresaron de forma simultanea en las
células HEK293. Se genero luminiscencia a partir de la proteina de fusidn solo en presencia de ambas construcciones
de fusion (figura 26A). Las células que expresan 11 S-BRD4 solo, H3.3-114 solo o varias construcciones de control
no generaron una sefal significativa del donante ni del aceptor (figuras 26). Cuando se aplicé una solucién de ligando
fluorescente BRD4 (iBET-NCT/PBI-4966), se generd una sefial del aceptor dependiente de la dosis solamente en las
muestras cotransfectadas con 11S-BRD4 e Histona H3.3-114 (figura 27). Cuando se expresd como una proporcion
BRET (610/450), se observé BRET especifica solo de un complejo facilitado de las subunidades 11S y 114 e iBET-
NCT o NANOLUC-BRD4 e iBET-NCT. Adicionalmente, esta sefial de BRET se disminuyd de una manera dependiente
de la dosis mediante unidn competitiva de un ligando de BRD4 no fluorescente (IBET 151), que demuestra
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especificidad de sefial (figura 28).

Las células HEK293 se transfectaron usando Fugene HD con construcciones de fusion de ADN de BRD4 +/-
construcciones de fusion de ADN de Histona H3.3 y se sembraron en un formato de placa de 96 pocillos. Para la
transfeccion, las construcciones indicadoras se diluyeron con ADN portador sin promotor (P GEM3Z). La concentracion
final de ADN/pocillo permanecié en 50 ng/pocillo; sin embargo, cada construccion de expresion de ADN se diluy6 1:10
(a una densidad de siembra de 20.000 células/pocillo en formato de 96 pocillos). Veinte horas después de la
transfeccion, las células se trataron después con iBET-NCT diluido en serie (PBI-4966) en presencia o ausencia de
iBET 151 10 yM como control de especificidad. Para determinar si iBET-151 podria 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
presencia de una concentracion fija (2 yM) del trazador iBET-NCT/PBI-4966. Después de 1 hora de incubacion, se
afadio furimazina a 10 uM y el BRET se detectdé en un lumindémetro 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, deteccién de la union selectiva del ligando a receptores
heterodiméricos u homodiméricos) por los miembros de unién del complejo a los componentes de un donante
luminiscente de multiples componentes. Esta aplicacion podria usarse para controlar el acoplamiento de la diana en
complejos proteicos. Ademas, esta técnica podria permitir la identificacion o caracterizacion de compuestos selectivos
de complejos proteicos intracelulares relevantes para la enfermedad.

Ejemplo 23

Los experimentos se realizaron durante el desarrollo de realizaciones de la presente invenciéon para demostrar la
capacidad para perfilar la selectividad y afinidad intracelular de un farmaco contra un panel de supuestas dianas dentro
de una familia de dianas filogenéticas determinadas usando BRET. En este ejemplo, se perfila el acoplamiento de
vorinostat (SAHA) en la totalidad del panel de HDAC de clase I/ll/IV (no-sirtuina) 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 energia entre las fusiones de NANOLUC/HDAC individuales y el
trazador SAHA, la afinidad de SAHA se determina mediante alteracion competitiva de cada complejo de transferencia
de energia. Por tanto, las afinidades se pueden deducir mediante el valor de la Clso generada en cada experimento.
Adicionalmente, las afinidades de los inhibidores por los dominios individuales se pueden determinar mediante la
fusion genética de NANOLUC al dominio segregado de la proteina diana.

Determinacioén de las afinidades del trazador SAHA por las HDAC en el interior de las células. Las células Hela se
transfectaron con ADN plasmidico que codifica fusiones NANOLUC con la totalidad de la familia de histonas
desacetilasas no sirtuina (HDAC 1-11). Las células se transfectaron diluyendo cada construcciéon de ADN a una
relacion en masa de 1:100 en ADN portador de pGEM3Z y formando complejos de ADN-lipido usando Fugene HD
(Promega Corporation) a una proporcion de lipido:ADN de 3:1. A continuacion, 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 transfeccion, el medio celular se reemplazé con medio sin suero (Opti-MEM) y se
incubo con PBI-4968 diluido en serie en presencia o ausencia de SAHA a 20 uM (las ultimas muestras usadas para
cuantificar BRET no especifico=. Las células se incubaron a 37 °C durante dos horas. A las muestras que expresan
NanoLuc, se afiadié furimazina a una concentraciéon final de 10 uM. A continuacién, se midié el BRET en un
luminémetro BMG Clariostar equipado con filtros de paso de banda de 450 nm y paso largo de 610 nm. La proporcion
BRET se determind dividiendo la sefial en el canal 630 por la sefial en el canal 450. Para determinar los valores BRET
especificos corregidos por el fondo, los valores de BRET no especificos a cada concentracion del trazador se restaron
de los valores de BRET con el trazador solo.

Ejemplo 24

El ejemplo siguiente sirve para demostrar la capacidad para medir la unién de un compuesto a una diana intracelular
con resolucion celular simple usando imagenes BRET. Este ejemplo muestra la union de SAHA y su derivado
fluorescente, SAHA-NCT (PBI-4968) a NanoLuc-HDAC6 y HDAC10-NanoLuc en células vivas.

Medicioén de la unién de SAHA y SAHA-NCT a HDACG6 y HDAC10 en células vivas mediante imagenes BRET. Las
células HelLa se transfectaron con ADN plasmidico que codifica fusiones de NanoLuc con HDAC6 y HDAC10,
respectivamente. Las células se transfectaron diluyendo cada construccion de ADN a una relaciéon en masa de 1:100
en ADN portador de pGEM3Z y formando complejos de ADN-lipido afiadiendo Fugene HD (Promega Corporation) a
una proporcion de lipido:ADN de 3:1. El complejo de transfeccion se mezcld con una suspension 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
placa (rendimiento total de 50 ng/pocillo de ADN). Veinticuatro horas después de la transfeccion, el medio celular se
reemplaz6 con medio sin suero (Opti-MEM) y se incub6 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 afiadié furimazina
a una concentracion final de 10 pM. Se tomaron imagenes de las muestras usando un microscopio bioluminiscente
Olympus LV200. Para medir la unién y el desplazamiento de PBI-4968 a NanoLuc-HDAC6 o HDAC10-Nanoluc por
BRET, se adquirieron imagenes 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 analisis de imagen ImagedJ. La proporcién BRET se determiné dividiendo el
valor obtenido para el canal 590 por el valor del canal 450. Se analizé un minimo de 100 células individuales para cada
muestra. Todos los datos se resumen en un formato de gréfico de puntos (figura 36). La unién especifica de SAHA y
SAHA-NCT se demostré mediante andlisis comparativo de los valores de BRET obtenidos de tres muestras diferentes:

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

Los resultados demuestran la captacion celular y la unién especifica de PBI-4968 y de SAHA a diferentes miembros
de la familia de HDAC (HDACG6 y 10) en un solo nivel celular. Los resultados sugieren que el grado de captacién y/o
union varia considerablemente en una poblacion celular. El formato de ensayo BRET basado en imagenes permite el
analisis de la unién del compuesto especifico diana en un solo nivel celular para determinar las diferencias en funcién
del tipo de célula, la densidad celular, el estado del ciclo celular y otros parametros fisioldgicos que requieren resolucién
de una sola célula para su analisis.

Aungue la invencién se ha descrito en relaciéon con realizaciones preferidas especificas, debe entenderse que la
invencién segun se reivindica no debe considerarse limitada indebidamente a dichas realizaciones especificas. De
hecho, se pretende que diversas modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo la invencion que seran
evidentes para los expertos en los campos relevantes entren dentro del alcance de las reivindicaciones siguientes.
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tcacctgagg
atccttatcce
actcgctccc
ggggccctgg
cgggtcatga
gcaccccaac
ctggaagcag
cagactaact

acagggggag

actacattgce
tggtcctggt
ccactcegge
tgatcctgtce
cgctccacac
ggagtgccca
ttgtgagatc
gcgaggagga
agtctcgcecac
gccaccaccc
gcettgeegg
cctgtcacag
agctgcaccg
gtgcacagct
ttctgaatgg
gcggtttttg
ggcatgcecct
acatgtttga
ccttettece
gcttcacegt
cctggecatcg
cagctggcett
gttatgccca
tagagggtgg
tccttggaga
cctcaatcac
aggtagaaga
cagccaaacc
gcatggggaa
cagagacagc

ccactctgge

31

tgctttectg
ggctgctgga
agggttcgcecce
tctggagggt
ccttetggga
ggcttcagtt
aactgagacc
aggaccctgg
agggctggte
tgaggtaccc
gcgcetgecte
tgctgagtac
tgagagttcc
tgccactgge
tgctgetgtg
ctttttcaac
acggatcctg
ggatgacccce
catgggggat
caacgtggca
cctggtgcett
tgatgctgca
cctcacccac
ctataacctg
cccaccaccc
tgagaccatc
cagagaagga
taggttagcet
agtcacctcg
tgtggtggce

ccagaccatt

cacgtecctge
tttgatgccce
cagctaaccc
ggctacaacc
gacccttgee
tcctgtgete
gtggagaggg
gagccceccectg
tatgaccaaa
cagcgcatct
accctgacac
gtgggtcatc
aactttgact
gctgecetgece
gtgecgtcccee
tctgtggetg
attgtggatt
agtgtgctat
gagggtgcca
tggaacgggc
cccattgect
cggggggatce
ctgctgatgg
acatccatct
ctgctgaccc
caagtccatc
ccctecagtt
gagcggatga
gcatcatttg
ctcactcagg

tctgaggecag

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380



ccattggggg
cggaccagac
aggatgctgt
ctacactggce
cgtcagagga
accaccagac
cactgattgg
ctcaggccecce
attcgatgct
caccactgcecc
acgtgaccca
gctatcaggt
ctggacaccc
cctatgtcca
gggaggatat
tagagtcgac
gagttggctg
agcagacatg
aaaatgcttt
caataaacaa
gtgggaggtt
aaatattaac
ttcacaccge
acttggttag
tgtggaaagt
tcagcaacca
catctcaatt
ccgeecagtt
gccgaggceceg
ctaggcetttt
gcatagtata

gatggattgce

agccatgcetg
cacctcagag
tgggggagce
ccagaccacc
ggctccaggg
ccccccaacce
gagtctcagg
aggagaggag
gatgcaggga
ctggtgtccecc
accttgtggg
ctactgtggt
gctggtcecte
ccaccaggct
gccccacccea
ctgcaggcat
ctgeccaccge
ataagataca
atttgtgaaa
gttaacaaca
tttttaagca
gcttacaatt
atacgcggat
gtaccttctg
ccccaggcete
ggtgtggaaa
agtcagcaac
ccgeccatte
ccteggecte
gcaaaaagct
atacgacaag

acgcaggttc
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ggccagacca
gagactgtgg
acgctgggcec
tcggaggcag
ggcaccgagce
tcacctgtge
accttggagc
aacctactag
tctaggggcece
catttggtgg
gactgtggaa
cgttacatca
agctacatcg
ctcctagatg
cacgtttaaa
gcaagctgat
tgagcaataa
ttgatgagtt
tttgtgatge
acaattgcat
agtaaaacct
tcctgatgeg
ctgcgcagca
aggcggaaag
cccagcaggce
gtcceccagge
catagtcccg
tcegecccecat
tgagctattc
taattaactg
gtgaggaact

tcecggeeget

cctcagagga
gaggagccat
agactacctc
ccatggaggg
tgatccaaac
agggaactac
taggcagcga
gagaggcagc
tcactgatca
cagtatgccc
caatccaaga
atggccacat
acctgtcage
tgaagaacat
cgaattcggg
ccggcetgceta
ctagcataac
tggacaaacc
tattgcttta
tcattttatg
ctacaaatgt
gtattttcte
ccatggcctg
aaccagctgt
agaagtatgc
tcceccagecag
cccctaactce
ggctgactaa
cagaagtagt
ttgacaatta

aaacccagga

tgggtggaga

32

ggctgtcggg
tctggaccag
agaggaggct
agccacactg
tcctetagece
accccagata
atctcagggg
tggaggtcag
ggccatattt
catacctgca
gaattgggtg
gctccaacac
ctggtgttac
cgcccaccag
ctecggtaccce
acaaagcccg
cccttgggge
acaactagaa
tttgtaacca
tttcaggttc
ggtaaaatcg
cttacgcatc
aaataacctc
ggaatgtgtg
aaagcatgca
gcagaagtat
cgcccatcecece
ttttttttat
gaggaggctt
atcatcggca
ggcagatcat

ggctattcgg

ggagccactc
accacctcag
gtaggaggag
gaccagacta
tcgagcacag
tctceccagta
gcctcagaat
gacatggctg
tatgctgtga
gcaggcctag
tgtctctett
catggaaatt
tactgtcagg
aacaagtttg
ggggatcctc
aaaggaagct
ggcegetteg
tgcagtgaaa
ttataagctg
agggggagat
aattttaaca
tgtgcggtat
tgaaagagga
tcagttaggg
tctcaattag
gcaaagcatg
gcccctaact
ttatgcagag
ttttggaggce
tagtatatcg
gattgaacaa

ctatgactgg

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300



gcacaacaga
ccggttettt
gcgceggctat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctcgegecag
gtcgtgaccc
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgececg
tgagcgggac
ggccgcaata
atagcgataa
acattcatcc
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctccgece
ccgacaggac
gttccgacce
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa

ggatggccct

caatcggcetg
ttgtcaagac
cgtggcetgge
gaagggactg
ctcctgecga
cggctacctg
tggaagecegg
ccgaactgtt
atggcgatgce
actgtggeccg
ttgctgaaga
ctcecegatte
tctggggttce
aaatatcttt
ggatcctcett
ggggtcagca
taatacggtt
agcaaaaggc
ccectgacga
tataaagata
tgcegettac
gctcacgcetg
acgaaccccc
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac

tcgetgggat
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ctctgatgcee
cgacctgtcc
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtcgat
cgccaggcetce
ctgcttgeceg
gctgggtgtg
gcttggegge
gcagcgcatc
gaaatgaccg
attttcatta
tgcgettgeg
ccgtttetge
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcgttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagceccece
acacgactta
aggcggtgcect
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt

ggtgaaacca

gcecgtgttee
ggtgccctga
gttccttgeg
ggcgaagtgce
atcatggcectg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaccgcet
gaatgggctg
gccttctatce
accaagcgac
catctgtgtg
ttttcecettg
ggactggctt
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgcect
ccecectggaa
tcecgecttte
agttcggtgt
gaccgctgeg
tcgecactgg
acagagttct
tgcgetetge
caaaccaccg
aaaggatttc
aactcacgtt
ttatagtccg

tgaaaaatgg

33

ggctgtcagce
atgaactgca
cagctgtgcet
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcececgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcettect
gccttettga
gcccaacctg
ttggtttttt
tccagatagce
tctacceggt
acgcaggaaa
cgttgetgge
caagtcagag
gctcectegt
tcecetteggg
aggtecgttceg
ccttatcecegg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
gaaatacagg

cagcttcagt

gcaggggcgce
ggacgaggca
cgacgttgtc
tctcctgtcea
gcggcetgcecat
cgagcgagca
gcatcagggg
cgaggatctc
ccgettttet
agcgttggcet
cgtgetttac
cgagttcttc
ccatcacgat
gtgtgaatcg
ccagtagcectg
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgctctect
aagcgtggceg
ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
aacgcacgct

ggattaagtg

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160



10

ggggtaatgt
gcgcgattge
tcgecgectgaa
gtctgecectce

gaggatcgag

<210> 4
<211> 4185
<212> ADN

ggcctgtacc
ggcagttttt
cgcgttttag
gtagccatcg

atct

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 4

atggtcttca
gaccaagtcc
actccgatce
atcatccegt
gtggtgtacc
atcgacgggg
gtgttcgacg
gacgagcgcc
accggctgge
tcaaccggece
ccccectecagg
tctatcccca
atggaagaag
ctggctggceca
gacagcttcc
ggcctectag
ttggttcaca
gaactccgtg
tgtgecetgece
atccggaatg
gatggctatt

cgcatccgga

cactcgaaga
ttgaacaggg
aaaggattgt
atgaaggtct
ctgtggatga
ttacgccgaa
gcaaaaagat
tgatcaaccc
ggctgtgega
aggattccac
actccagtgt
atctagcgga
acctaatcgt
ctggecttggt
cggaaggccce
atcgctgegt
gcctagaata
tcctagcaga
tggcctcagg
gcatggccat
gcatgttcaa

gggtccttat

ES 2 803 503 T3

ctctggttge

cgggtggttt
cggtgcgtac

agataaaccg

tttegttggg
aggtgtgtcc
cctgageggt
gagcggcgac
tcatcacttt
catgatcgac
cactgtaaca
cgacggctcc
acgcattctg
cacaaccagg
cacttcgaag
ggtaaagaag
gggactgcaa
gttggatgag
tgagcggcetce
gtcctttcag
tattgatctg
cacctacgac
ctctgtecte
cattaggcct
ccacgtggcet

cgtagattgg

ataggtattc
gttgccattt
aattaaggga

cagtactccg

gactggcgac
agtttgtttce
gaaaatgggc
caaatgggcce
aaggtgatcc
tatttecggac
gggaccctgt
ctgctgttce
gcgggctcga
cagcgaagaa
cgaaatatta
aaaggcaaaa
gggatggatc
cagttaaatg
catgccatca
gcececggtttg
atggaaacaa
tcagtttatc
aggctggtgg
cctggacatc
gtggcagccce

gatgtgcacc

34

atacggttaa
ttacctgtct
ttatggtaaa

gccacgatgce

agacagccgg
agaatctcgg
tgaagatcga
agatcgaaaa
tgcactatgg
ggccgtatga
ggaacggcaa
gagtaaccat
gcggecgegat
gtaggcagaa
aaaagggagc
tgaagaagct
tgaaccttga
aattccattg
aggagcaact
ctgaaaagga
cccagtacat
tgcatccgaa
atgcggtcct
acgcccagca
gctatgctca

acggtcaagg

aatttatcag
gctgecegtga
tccacttact

gtccggegta

ctacaacctg
ggtgtccgta
catccatgtc
aatttttaag
cacactggta
aggcatcgcce
caaaattatc
caacggagtg
cgccatgacce
ccececagteg
cgttecececege
cggccaagca
ggctgaagca
cctectgggat
gatccaggag
agagctgatg
gaatgaggga
ctcatactcc
gggggctgag
cagtcttatg
acagaaacac

aacacagttc

8220
8280
8340
8400

8414

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



accttcgacc
ttctggceccce
tataccatca
ttcectgeacg
gctggatttg
ttcgececage
gagggtggct
ctgggagacc
tcagtttecct
gagaccgtgg
ccctgggagce
ctggtctatg
gtaccccagce
tgcctcacce
gagtacgtgg
agttccaact
actggcgcetg
gctgtggtge
ttcaactctg
atcctgattg
gaccccagtg
ggggatgagg
gtggcatgga
gtgcttccca
gctgcacggg
acccacctge
aacctgacat
ccacccetge
accatccaag
gaaggaccct

ttagctgagce

aggaccccag
acctgaaggce
atgtgeccttg
tcectgetgece
atgccctgea
taacccacct
acaacctccg
cttgccecat
gtgctctgga
agagggacaa
cccectgtget
accaaaatat
gcatcttgeg
tgacaccgcg
gtcatcteccg
ttgactccat
cctgeegect
gtccceccagg
tggetgtgge
tggattggga
tgctatatgt
gtgccagcag
acgggccccg
ttgcctacga
gggatccgcet
tgatgggecct
ccatctcaga
tgaccctgece
tccatcgecag
ccagttctaa

ggatgaccac
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tgtcctctat
ctctaactgg
gaaccaggtg
agtcgcectce
aggggacccc
gctcatgggt
cgcectgget
gctggagtca
agcccttgag
catggaggag
cccaatcctg
gatgaatcac
gatcatgtgce
ccctgecaca
ggccacagag
ctatatctgce
ggtggaggct
acaccacgca
tgctcgecat
tgtccaccac
gtceccectgecac
ccagatcggce
catgggtgat
gtttaaccca
ggggggctge
tgccagtgge
gtccatggcet
acggccccca
atactggcgce
gttggtcacc

acgagaaaag

ttctccatce
tccaccacag
gggatgcggg
gagttccagc
aagggtgaga
ctggcaggag
gaaggcgtca
cctggtgcece
ccettetggg
gacaatgtag
acatggccag
tgcaacttgt
cgtctggagg
gaggctgage
aaaatgaaaa
cccagtacct
gtgctctcag
gagcaggatg
gcccagacta
ggtaatggaa
cgctatgatc
cgggctgegyg
gctgactacc
gaactggtgc
caggtgtcac
cgcattatcce
gcetgcecacte
ctatcagggg
agcttacggg
aagaaggcac

aaggttctgg

35

accgctacga
gtttcggceca
atgctgacta
ctcagctggt
tggccgecac
gcaagctgat
gtgcttcget
cctgecggag
aggttcttgt
aggagagcga
tgctacagtc
gggacagcca
agctgggcect
tgctcacctg
cccgggagcet
tcgecetgtge
gagaggttct
cagcttgcegg
tcagtgggca
ctcagcacat
atggcacctt
gcacaggctt
tagctgectg
tggtctcagce
ctgagggtta
ttatcctaga
gctcectect
ccctggecte
tcatgaaggt
cccaaccagc

aagcaggcat

gcagggtagg

aggccaagga
cattgectget
cctggtgget
teceggcaggg
cctgtetcetg
ccacaccctt
tgcccagget
gagatcaact
ggaggaagga
tcgcacaggg
ccaccctgag
tgcegggege
tcacagtgct
gcaccgtgag
acagcttgcecce
gaatggtgct
tttttgcttt
tgcectacgg
gtttgaggat
cttccceceatg
caccgtcaac
gcatcgcecetg
tggctttgat
tgcccaccte
gggtggctat
tggagaccca
aatcactgag
agaagacaga
caaacctagg

ggggaaagtc

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180
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acctcggcat catttgggga agagtccact ccaggccaga ctaactcaga gacagctgtg 3240
gtggccctca ctcaggacca gccctcagag gcagccacag ggggagccac tctggcecccag 3300
accatttctg aggcagccat tgggggagcc atgctgggcecc agaccacctc agaggaggct 3360
gtcgggggag ccactccgga ccagaccacc tcagaggaga ctgtgggagg agccattctg 3420
gaccagacca cctcagagga tgctgttggg ggagccacgce tgggccagac tacctcagag 3480
gaggctgtag gaggagctac actggcccag accacctcgg aggcagccat ggagggagcece 3540
acactggacc agactacgtc agaggaggct ccagggggca ccgagctgat ccaaactcect 3600
ctagcctcga gcacagacca ccagaccccce ccaacctcac ctgtgcaggg aactacaccce 3660
cagatatctc ccagtacact gattgggagt ctcaggacct tggagctagg cagcgaatct 3720
cagggggcct cagaatctca ggccccagga gaggagaacce tactaggaga ggcagctgga 3780
ggtcaggaca tggctgattc gatgctgatg cagggatcta ggggcctcac tgatcaggece 3840
atattttatg ctgtgacacc actgccctgg tgtccccatt tggtggcagt atgccccata 3900
cctgcagcag gecctagacgt gacccaacct tgtggggact gtggaacaat ccaagagaat 3960
tgggtgtgtc tctecttgeta tcaggtctac tgtggtcgtt acatcaatgg ccacatgcectce 4020
caacaccatg gaaattctgg acacccgcetg gtcecctcaget acatcgacct gtcagectgg 4080
tgttactact gtcaggccta tgtccaccac caggctctecc tagatgtgaa gaacatcgece 4140
caccagaaca agtttgggga ggatatgccc cacccacacg tttaa 4185
<210>5
<211> 1394
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintético
<400> 5
Met Val Phe Thr Leu Glu Asp Phe Val Gly Asp Trp Arg Gln Thr Ala
1 5 10 15
Gly Tyr Asn Leu Asp Gln Val Leu Glu Gln Gly Gly Val Ser Ser Leu
20 25 30
Phe Gln Asn Leu Gly Val Ser Val Thr Pro Ile Gln Arg Ile Val Leu
35 40 45
Ser Gly Glu Asn Gly Leu Lys Ile Asp Ile His Val Ile Ile Pro Tyr
50 55 60
Glu Gly Leu Ser Gly Asp Gln Met Gly Gln Ile Glu Lys Ile Phe Lys
65 70 75 80

36



Val

Gly

Gly

Val

Ile

145

Thr

Ile

Arg

Ser

Leu

225

Met

Glu

Asn

Arg

Arg

305

Leu

Val

Thr

Arg

Thr

130

Asn

Gly

Ala

Ser

Lys

210

Ala

Glu

Ala

Glu

Leu

290

Cys

Val

Tyr

Leu

Pro

115

Gly

Pro

Trp

Met

Arg

195

Arg

Glu

Glu

Glu

Phe

275

His

Val

His

Pro

Vval

100

Tyr

Thr

Asp

Arg

Thr

180

Gln

Asn

Val

Asp

Ala

260

His

Ala

Ser

Ser

Val

85

Ile

Glu

Leu

Gly

Leu

165

Ser

Asn

Ile

Lys

Leu

245

Leu

Cys

Ile

Phe

Leu
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Asp

Asp

Gly

Trp

Ser

150

Cys

Thr

Pro

Lys

Lys

230

Ile

Ala

Leu

Lys

Gln

310

Glu

Asp

Gly

Ile

Asn

135

Leu

Glu

Gly

Gln

Lys

215

Lys

Val

Gly

Trp

Glu

295

Ala

Tyr

His

Vval

Ala

120

Gly

Leu

Arg

Gln

Ser

200

Gly

Gly

Gly

Thr

Asp

280

Gln

Arg

Ile

His

Thr

105

Val

Asn

Phe

Ile

Asp

185

Pro

Ala

Lys

Leu

Gly

265

Asp

Leu

Phe

Asp

37

Phe

90

Pro

Phe

Lys

Arg

Leu

170

Ser

Pro

Val

Met

Gln

250

Leu

Ser

Ile

Ala

Leu

Lys

Asn

Asp

Ile

Val

155

Ala

Thr

Gln

Pro

Lys

235

Gly

val

Phe

Gln

Glu

315

Met

Val

Met

Gly

Ile

140

Thr

Gly

Thr

Asp

Arg

220

Lys

Met

Leu

Pro

Glu

300

Lys

Glu

Ile

Ile

Lys

125

Asp

Ile

Ser

Thr

Ser

205

Ser

Leu

Asp

Asp

Glu

285

Gly

Glu

Thr

Leu

Asp

110

Lys

Glu

Asn

Ser

Arg

190

Ser

Ile

Gly

Leu

Glu

270

Gly

Leu

Glu

Thr

His

95

Tyr

Ile

Arg

Gly

Gly

175

Gln

Val

Pro

Gln

Asn

255

Gln

Pro

Leu

Leu

Gln

Tyr

Phe

Thr

Leu

Val

160

Ala

Arg

Thr

Asn

Ala

240

Leu

Leu

Glu

Asp

Met

320

Tyr



Met

Tyr

Val

Met

385

Asp

Gln

His

Leu

Leu

465

Tyr

Tyr

Gln

Asp

Thr

545

Glu

Asn

Leu

Leu

370

Ala

Gly

Gln

His

Tyr

450

Lys

Thr

Ile

Pro

Pro

530

His

Gly

Glu

His

355

Arg

Ile

Tyr

Lys

Gly

435
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Gly Thr Gln His Met Phe Glu Asp Asp Pro Ser Val Leu Tyr Val Ser
835 840 845

Leu His Arg Tyr Asp His Gly Thr Phe Phe Pro Met Gly Asp Glu Gly
850 855 860

Ala Ser Ser Gln Ile Gly Arg Ala Ala Gly Thr Gly Phe Thr Val Asn
865 870 875 880

Val Ala Trp Asn Gly Pro Arg Met Gly Asp Ala Asp Tyr Leu Ala Ala
885 890 895

Trp His Arg Leu Val Leu Pro Ile Ala Tyr Glu Phe Asn Pro Glu Leu
900 905 910

Val Leu Val Ser Ala Gly Phe Asp Ala Ala Arg Gly Asp Pro Leu Gly
915 920 925

Gly Cys Gln Val Ser Pro Glu Gly Tyr Ala His Leu Thr His Leu Leu
930 935 940

Met Gly Leu Ala Ser Gly Arg Ile Ile Leu Ile Leu Glu Gly Gly Tyr
945 950 955 960

Asn Leu Thr Ser Ile Ser Glu Ser Met Ala Ala Cys Thr Arg Ser Leu
965 970 975

Leu Gly Asp Pro Pro Pro Leu Leu Thr Leu Pro Arg Pro Pro Leu Ser
980 985 990

Gly Ala Leu Ala Ser Ile Thr Glu Thr Ile Gln Val His Arg Arg Tyr
995 1000 1005

Trp Arg Ser Leu Arg Val Met Lys Val Glu Asp Arg Glu Gly Pro
1010 1015 1020

Ser Ser Ser Lys Leu Val Thr Lys Lys Ala Pro Gln Pro Ala Lys
1025 1030 1035

Pro Arg Leu Ala Glu Arg Met Thr Thr Arg Glu Lys Lys Val Leu
1040 1045 1050

Glu Ala Gly Met Gly Lys Val Thr Ser Ala Ser Phe Gly Glu Glu
1055 1060 1065

Ser Thr Pro Gly Gln Thr Asn Ser Glu Thr Ala Val Val Ala Leu
1070 1075 1080
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Thr Gln Asp Gln Pro Ser Glu Ala Ala Thr Gly Gly Ala Thr Leu
1085 1090 1095

Ala Gln Thr Ile Ser Glu Ala Ala Ile Gly Gly Ala Met Leu Gly
1100 1105 1110

Gln Thr Thr Ser Glu Glu Ala Val Gly Gly Ala Thr Pro Asp Gln
1115 1120 1125

Thr Thr Ser Glu Glu Thr Val Gly Gly Ala Ile Leu Asp Gln Thr
1130 1135 1140

Thr Ser Glu Asp Ala Val Gly Gly Ala Thr Leu Gly Gln Thr Thr
1145 1150 1155

Ser Glu Glu Ala Val Gly Gly Ala Thr Leu Ala Gln Thr Thr Ser
1160 1165 1170

Glu Ala Ala Met Glu Gly Ala Thr Leu Asp Gln Thr Thr Ser Glu
1175 1180 1185

Glu Ala Pro Gly Gly Thr Glu Leu Ile Gln Thr Pro Leu Ala Ser
1190 1195 1200

Ser Thr Asp His Gln Thr Pro Pro Thr Ser Pro Val Gln Gly Thr
1205 1210 1215

Thr Pro Gln Ile Ser Pro Ser Thr Leu Ile Gly Ser Leu Arg Thr
1220 1225 1230

Leu Glu Leu Gly Ser Glu Ser Gln Gly Ala Ser Glu Ser Gln Ala
1235 1240 1245

Pro Gly Glu Glu Asn Leu Leu Gly Glu Ala Ala Gly Gly Gln Asp
1250 1255 1260

Met Ala Asp Ser Met Leu Met Gln Gly Ser Arg Gly Leu Thr Asp
1265 1270 1275

Gln Ala TIle Phe Tyr Ala Val Thr Pro Leu Pro Trp Cys Pro His
1280 1285 1290

Leu Val Ala Val Cys Pro Ile Pro Ala Ala Gly Leu Asp Val Thr
1295 1300 1305

Gln Pro Cys Gly Asp Cys Gly Thr Ile Gln Glu Asn Trp Val Cys

41



10

15

20

25
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Leu Ser Cys Tyr Gln Val

1325

Met Leu Gln His His Gly

1340

Tyr Ile Asp Leu Ser Ala

1355

His His Gln Ala Leu Leu

1370

Lys Phe Gly Glu Asp Met

1385

<210>6

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 6
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1315

Tyr
1330

Asn
1345

Trp
1360

Asp
1375

Pro
1390

1320

Cys Gly Arg Tyr Ile Asn Gly His

1335

Ser Gly His Pro Leu Val Leu Ser

1350

Cys Tyr Tyr Cys Gln Ala Tyr Val

1365

Val Lys Asn Ile Ala His Gln Asn

1380

His Pro His Val

Met Gly Val Thr Gly Trp Arg Leu Cys Glu Arg Ile Leu Ala

1

<210>7

<211> 159

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 7

Met Val Phe
1

Gly Tyr Asn

Phe Gln Asn
35

Ser Gly Glu
50

Thr

Leu

20

Leu

Asn

5

Leu Glu

Asp Gln

Gly Val

Gly Leu

Asp Phe Val

Val Leu Glu

Ser Val Thr

25

40

Lys Ile Asp
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Gly

10

Gln

Pro

Ile

10

Asp Trp Arg Gln

Gly Gly Val Ser
30

Ile Gln Arg Ile
45

His Val Ile Ile
60

Thr Ala

15

Ser Leu

Val Leu
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Glu Gly Leu Ser Gly Asp Gln Met Gly Gln
65 70

Val Val Tyr Pro Val Asp Asp His His Phe
85 90

Gly Thr Leu Val
100

Ile Asp Gly Val Thr Pro
105

Gly Arg Pro Tyr Glu Gly Ile Ala Val Phe
115 120

Val Thr Gly Thr Leu Trp Asn Gly Asn Lys
130 135

Ile Asn Pro Asp Gly Ser Leu Leu Phe Arg
145 150

<210>8

<211> 477

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 8

atggtcttca
gaccaagtcc
actccgatcce
atcatcccgt
gtggtgtacc
atcgacgggg
gtgttcgacg

gacgagcgcc

cactcgaaga
ttgaacaggg
aaaggattgt
atgaaggtct
ctgtggatga
ttacgccgaa
gcaaaaagat

tgatcaaccc

tttegttggg
aggtgtgtcc
cctgagcggt
gagcgccgac
tcatcacttt
catgatcgac
cactgtaaca

cgacggctcc

gactggcgac
agtttgtttc
gaaaatgggc
caaatggccc
aaggtgatcc
tatttcggac
gggaccctgt

ctgctgttcece
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Ile Glu Lys

75

Lys Val

Asn Met

Asp Gly Lys

Ile Phe Lys
80

Ile Leu His Tyr

95

Ile Asp Tyr Phe

110

Lys

125

Ile Ile Asp Glu Arg Leu

140

Val Thr Ile Asn Val

155

agacagccgc
agaatctcgce
tgaagatcga
agatcgaaaa
tgcactatgg
ggccgtatga
ggaacggcaa

gagtaaccat

ctacaacctg
cgtgtccgta
catccatgtc
aatttttaag
cacactggta
aggcatcgcc
caaaattatc

caacgtt

Ile Thr
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240

300
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REIVINDICACIONES
1. Un sistema de ensayo que comprende:
(a) una biblioteca de agentes bioactivos, cada uno de los cuales esta fijado a un fluoréforo;
(b) una diana celular fusionada a un indicador bioluminiscente, en donde la diana celular es un compafiero de union
de al menos uno de los agentes bioactivos; y
(c) un sustrato para el indicador bioluminiscente

en donde el espectro de emision del indicador bioluminiscente se superpone con el espectro de absorcion de los
fluoréforos; y en donde el agente bioactivo es una molécula pequeiia.

2. Un sistema de ensayo que comprende:
(a) un agente bioactivo fijado a un fluoréforo;
(b) una pluralidad de dianas celulares cada una de las cuales esta fusionada a un indicador bioluminiscente, en
donde al menos una de las dianas celulares es un compafiero de unién del agente bioactivo; y
(c) un sustrato para los indicadores bioluminiscentes

en donde el espectro de emisién del indicador bioluminiscente se superpone con el espectro de absorcion del
fluoréforo; y en donde el agente bioactivo es una molécula pequeia.

3. El sistema de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el fluoréforo es un analogo de carboxirodamina.

4. El sistema de las reivindicaciones 1 0 2, en el que el indicador bioluminiscente comprende un polipéptido con al
menos un 70 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1.

5. El sistema de las reivindicaciones 1 0 2, en el que (a) y (b) estan dentro de una célula.

6. El sistema de la reivindicacién 5, en el que (b) se expresa intracelularmente como una fusion.

7. El sistema de la reivindicacion 5, en el que (a) se afade extracelularmente y entra en la célula.

8. El sistema de las reivindicaciones 1 0 2, en el que tras la uniéon del agente bioactivo a la diana celular, la conversién
del sustrato en un producto de reaccion por el indicador bioluminiscente da como resultado la excitacion del fluoréforo

por BRET y la emision de fluorescencia del fluoréforo.

9. El sistema de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el agente bioactivo o el agente bioactivo fijado a un fluoréforo se
produce por sintesis quimica no natural.

10. Un método para detectar la unién 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 pequena.

11. Una célula que comprende los sistemas de una de las reivindicaciones 1-9.
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FIG. 2
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FIG. 2 (cont)
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FIGL 3
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Fis. 4
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FiG. 5
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FIG. 5 {cont.)
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FIG. 8 (cont.)
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FIG. 10
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FIG, 18 (contl)
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