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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION
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La presente invencién proporciona métodos para detectar-el!ligamiento de un ligando putativo a una molécula
- o 5. o | : .
objetivo enriquecida con C, métodos de investigacion de la presencia de compueptos que se liguen a una molécula

o . B . 13 , | . . oy . . .
objetivo enriquecida con "C, métodos para calcular la constante de disociacién de hin compuesto ligando que se ligue

5 : : . IE . | I i s
a una molécula objetivo enriquecida con ~C, y métodos erhpleados para la determinacién de los aminoacidos
especificos en una molécula objetivo enriquecida con "C afectada por el ligamiento de un ligando. La presente
invencion proporciona también compuestos identificados por los métodos de |investigacion de la presencia de

compuestos arriba mencionados.
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ANEXO

Atentamente manifiesto a usted que la fuente normativa de la
reciprocidad de la cual se deriva el derecho del solicitante para
reivindicar prioridad en el presente caso, se encuentra: 1

a)

En el Articulo 2 del Anexo 1C, Aspectos de los Derechos de
Propiedad Intelectual relacionados con el Comercio, del
Acuerdo por el cual se establece la “Organizacidén Mundial
de Comercio (OMC)” suscrito en Marruecos el 15 de abril de
1994. Este acuerdo fue aprobado por el Congreso !de
Colombia mediante Ley 170 de 1994 y por la Corte
Constitucional Colombiana mediante Sentencia C-137-95 de
28 de marzo de 1995, y entrd en vigencia en nuestro pais
el 30 de abril de 1995, 30 dias después de su
ratificacién. |
Dicho Articulo establece que en lo que respecta a las
partes II, ITT y IV del Acuerdo (referidas a la
existencia, alcance vy ejercicio de 1los derechos Ide
propiedad intelectual, entre otros) los Miembros cumpliréan
los articulos 1 a 12 y el Articulo 19 del Convenio de
Paris --el Articulo que establece 1la prioridad de ﬂas
patentes de invencidén es el Articulo 4--

i

En el Articulo 4 del mencionado Anexo 1C, Aspectos de los
Derechos de Propiedad Intelectual relacionados con 'el
Comercio, del Acuerdo por el <cual se establece 1la
Organizacién Mundial de Comercio (OMC), el cual consagra
el Y“Trato de la nacién més favorecida” para los paises
Miembros del mismo. *

|

En el Articulo 4 del Convenio de Paris, del cual ya era
parte Colombia en el momento en dque se presentd Jla
solicitud cuya prioridad ahora reivindico, con lo cual se
cumple la reciprocidad exigida en el Articulo 12 de la
Decisidén 344 del Acuerdo de Cartagena para con solicitudes
provenientes de los Paises Miembros del Acuerdo de
Cartagena.



ANEXO

El documento que acredita la calidad REPRESENTANTES LEGALES
en Bogotd de los doctores JOSE LLOREDA CAMACHO y/o ALFONSO
LLOREDA CAMACHO y/o JOSE ANTONIO LLOREDA para TODOS LOS
ASUNTOS RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos
abogados para actuar individualmente, se encuentra
protocolizado ante esa Divisidén bajo el No. 11.700. En
consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada
uno de dichos Representantes Legales para actuar dentro del
presente expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda
intervenir en cualguier tiempo respecto de la solicitud en é1l

contenida.

{10 LLOREDA

T.P. No. 10.784

CODIGO 231



RESUMEN -OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

USO DE LA RESONANCIA MAGNETICA’NUCLEAR 3¢ PARA
DETECTAR EL LIGAMIENTO A MOLECULAS OBJETIVO

La presente invencion proporciona métodos para detectar el
ligamiento de un ligando putativo a wuna molécula objetivo
enriquecida con C, métodos de investigacion de la presencia de
compuestos que se liguen a una molécula objetivo enriquecida con
3C, métodos para caleular la constante de disociacion de un

: compuesto ligando que se ligue a una molécula objetivo enriquecida
i

] 7 o .7
con °C, y métodos empleados para la determinacion de los
aminodcidos especificos en una molécula objetivo enriquecida con
B3¢ afectada por el ligamiento de un ligando. La presente invencion

proporciona también compuestos identificados por los métodos de

investigacion de la presencia de compuestos arriba mencionados.

Abbott Laboratories
Caso: 5816.C0O.02



Uso de la Resonancia Magnética Nuclear °C para '

Detectar el Ligamiento a Moléculas Objetivo

Campo de la Invencidn

La presente invenciéon se refiere al uso de la resonancia magnética
nuclear para detectar el ligamiento entre compuestos y moléculas objetivo

enriquecidas con el isétopo *C.

Referencia Cruzada con Solicitudes Relacionadas

La presente solicitud de patente es una continuacion, en parte, de la
solicitud No. de Serie 09 241 194, radicada en Febrero 1, 1999, la cual es
a su vez una continuaciéon de la solicitud No. de Serie. 08/744 701,
radicada en Octubre 31, 1996, ahora Patente de los Estados Unidos No. 5,
------ » la cual es una continuacién en parte de la solicitud No. de Serie
08/678 903, radicada en Julio 12, 1996, ahora abandonada, la cual es una
continuacién en parte de la solicitud No. de Serie 08/558 633, radicada en

Noviembre 14, 1995, en la actualidad, Patente de los Estados Unidos No.

Antecedentes de la Invencién

Una de las herramientas mdas poderosas en el descubrimiento de nuevos
prospectos de drogas es el tamizare (investigaciéon) aleatorio de librerias
de productos naturales y sintéticos a fin de descubrir compuestos que se
liguen a una molécula objetivo en particular (por ejemplo, la
identificaciéon de ligandos de esa molécula objetivo). Usando este
método, los ligandos pueden identificarse por su capacidad para formar
una asociacion fisica con una molécula objetivo o por su capacidad para

alterar una funcion de una molécula objetivo.

-1 -
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En el momento de investigar un ligamiento fisico, una molécula objetivo’
i * r L4 !
tipicamente se expondrd a uno o mas compuestos de los cuales se,

§

sospeche son ligandos y se realizardn ensayos para determinar si se
forman complejos entre la molécula objetivo y uno o mas de aquellos '
compuestos. Tales ensayos, como es bien conocido en este campo de la |
industria, analizan la presencia de cambios groseros —burdos- en la ".
molécula objetivo (por ejemplo, cambios en el tamafio, carga, movilidad) ‘

que indiquen la formacién de complejos.

En aquellos casos en donde se pueden medir los cambios, las condiciones
del ensayo se establecen de modo que permitan la medicién de un evento
biolégico o quimico relacionado con la molécula objetivo (por ejemplo,
una reaccion catalizada por una enzima, la activacién de una enzima
mediada por receptores, y similares). A fin de identificar una alteracion,
la funci6én de la molécula'objetivo se determina antes y después de la

exposicion a los compuestos de prueba.

Los ensayos fisicos y funcionales se han usado exitosamente para
identificar los nuevos prospectos de drogas para su uso en el disefio de
compuestos terapéuticos. Existen, sin embargo, limitaciones inherentes a
aquellos ensayos que comprometen su precisién, confiabilidad y
eficiencia. Un problema importante con los ensayos existentes, por
ejemplo, se refiere a la generacién de "falsos positivos". En un ensayo
funcional tipico, un resultado "falso positivo" se genera en el caso de un
compuesto que active el ensayo pero el compuesto no resulta efectivo en
cuanto a producir la respuesta fisiolégica deseada. En un ensayo fisico
tipico, un "falso positivo" es un compuesto que, por ejemplo, se ligue de
por si al blanco pero no lo hace de una manera especifica (por ejemplo,
un ligamiento no especifico). Los falsos positivos son particularmente
prevalentes y problemdticos cuando se investigan concentraciones mas
altas de ligandos putativos debido a que muchos compuestos presentan

efectos no especificos a dichas concentraciones.

-2 -



De manera similar, los ensayos existentes también se encuentran’

afectados por el problema de “falsos negativos", los cuales resultan

cuando un compuesto produce una respuesta negativa en el ensayo pero,

tal como se encontrard subsecuentemente por algin otro método, si -

corresponde realmente a un ligando del blanco u objetivo. Los resultados
del tipo de falsos negativos tipicamente ocurren en ensayos que usen
concentraciones de compuestos de prueba que bien sean demasiado altas
(dando lugar a toxicidad) ¢ demasiado bajas, respecto del ligamiento con

el blanco, o respecto de la constante de disociacién del compuesto.

Otro problema con los ensayos existentes es la limilada cantidad de
informacion_que es proporcionada por el ensayo mismo. Si bien el
,‘--"'"’ ~

ensayo puede identificar de manera correcta compuestos que se unan a la

molécula objetivo o que produzcan una respuesta con base en la molécula

objetivo, dichos ensayos tipicamente no proporcionaran ninguna

informacién acerca de ya sea sobre los sitios de ligamiento especificos

presentes en la molécula objetivo, o sobre las relaciones

actividad/estructura entre el compuesto que est4 siendo sometido a prueba
y la molécula objetivo. La incapacidad para proporcionar tal informacién
es particularmente problematica cuando el ensayo de tamizaje
(investigacion de la presencia de compuestos con base en cierta
propiedad) esté siendo usado para identificar prospectos de drogas que

luego serdn objeto de estudios adicionales.

Recientemente se ha sugerido que la cristalografia por rayos X puede
emplearse para identificar los sitios de ligamiento de solventes orgéanicos
sobre las macromoléculas. Sin embargo, este método no puede
determinar las afinidades relativas por el ligamiento en diferentes sitios
del blanco. Solamente es aplicable a proteinas blanco muy estables que
no se desnaturalicen en presencia de altas concentraciones de solventes
orgénicos. Por otra parte, debido al largo tiempo necesario para

determinar las estructuras individuales de los cristales, esta técnica no

-3 .



corresponde a un método apropiado para someter a prueba ridpidamente:
un gran numero de compuestos que sean quimicamente diversos. Este’

método se limita al mapeo (mapping) de los sitios de ligamiento de solo’

s |
unos pocos solventes orgéanicos.

!

t

En las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5 698 401 y 5 804 390, ',
otorgadas a Fesik, et al, se revelan métodos rapidos, eficientes, y ‘,,
confiables para determinar el ligamiento ligando/molécula objetivo, y |
para el mapeo de sitios de ligamiento ubicados en la substancia objetivo.
Estas patentes revelan métodos para la deteccién de ligamiento de un
compuesto ligando a una biomolécula objetivo mediante la generacién de
un primero y un segundo espectros de correlacién de resonancia ‘
magnética nuclear correspondientes a las biomoléculas objetivo, las 1
cuales han sido isotdpicamente enriquecidas (enriquecidas con is6topos)
con el ntcleo '°N detectable por RMN. EIl primer espectro se genera a l
partir de los datos recolectados con base en la sustancia objetivo en
ausencia de ligandos, y el segundo en presencia de uno ¢ més ligandos.
Una comparacién de los dos espectros permitira la determinacién de cual

o cuales compuestos en la mezcla de ligandos putativos se ligan a la
biomolécula objetivo, asi como también proporcioﬁaré informacion
especifica acerca del sitio de ligamiento. Debido a que los métodos 1
suministran informacion acerca de los sitios de ligamiento presentes en la
molécula objetivo, los métodos pueden usarse para optimizar el disefio

de los ligandos respecto de un blanco pre-seleccionado. ’

Debido a que los métodos RMN de Fesik, ef al., supra, exigen sustancias

B

objetivo que contengan nitrégeno en razén a la dependencia de dichos

— - T e Ta T, s , 8 '
métodos de enriquecimiento isotépico de la molécula objetivo con '°N

3 |
constituye una valiosa contribucién a este campo de la industria el hecho

de proporcionar un método alternativo el cual emplee un tipo diferente de

molécula objetivo isotépicamente enriquecida.

’



Resumen de la Invencién

1

{

La presente invencidn proporciona un método para detectar el ligamiento'

entre uno 6 mas ligandos putativos a una molécula objetivo pre-'

seleccionada, isotépicamente enriquecida.

La presente invencién proporciona ademds un método de investigacién o

tamizaje de una mezcla de compuestos a fin de encontrar aquellos que se

liguen a una molécula objetivo preseleccionada isotopicamente

enriquecida.

También se suministra en la presente invencién un método para
determinar la constante de disociacién de un compuesto ligando que se

ligue a una biomolécula objetivo preseleccionada isotépicamente

enriquecida.

Adicionalmente se proporciona en la presente invencion métodos
empleados para la determinacion de los aminoé4cidos especificos en una

molécula objetivo enriquecida con isétopos ’C afectada por el ligamiento

de un ligando.

La presente invencién también suministra un compuesto identificado

mediante un método de investigacidon (tamizaje) de una mezcla de

compuestos con base en el ligamiento a una molécula objetivo

preseleccionada isotdpicamente enriquecida.

Breve Descripcion de las Figuras

La Figura 1 ilustra un espectro de correlacion *C/'H de la FKBP

uniformemente marcada con °C.

[3
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1

La Figura 2 ilustra las regiones metilo de los espectros de correlacion:

C/'H de la FKBP uniformemente marcada con '°C antes (contornos -

i

multiples delgados) y después (contornos tnicos gruesos) de la adicién de

2-fenilimidazol (0,12 mM).

i

i

La Figura 3 ilustra las regiones metilo de los espectros de correlacién j

BC/'H de la FKBP selectivamente marcada con C/N/H en los |

residuos valinil y leucil antes (contornos multiples delgados) y después

(contornos unicos gruesos) de la adicion de 2-fenilimidazol (0,25 mM).

La Figura 4 ilustra las regiones metilo de los espectros de correlacion
*C/'H de 1a FKBP selectivamente marcada con °C en los residuos alanil
antes (contornos multiples delgados) y después (contornos Wnicos

gruesos) de la adicién de 2-fenilimidazol (0,25 mM)

La Figura 5 ilustra un "modelo de palos" que muestra la estructura

tridimensional de la FKBP.

Descripciéon Detallada de 1a Invencién

Los términos usados a través de las presentes especificaciones tienen sus
significados cominmente aceptados. A continuacién se presentan
algunos términos especificos, con sus significados.

"DTT" = ditiotreitol.

"FKBP" = Proteina de ligamiento FK.

"HEPES" = 4cido N-2-hidroxietilpiperazina-N' -2-ctilsulf6nico.

"IPTG" = isopropil-p-D-tiogalactopiranésido.

-6 -



"PMSF" = a-toluenosulfonil fluoruro.

"SCD" = dominio catalitico (residuos 81-256) de la estromelisina.

Cualquier biomolécula objetivo que produzca un espectro de RMN de alta’

+

resolucion y que pueda uniformemente o selectivamente ser enriquecida
con °C puede usarse en los métodos de la presente invencidn. Estos"

métodos son por lo tanto aplicables a cualquier biomolécula objetivo:

deseada enriquecida con "°C, entre las que se incluyen las lipoproteinas, -

los fragmentos de lipoproteinas, las glicoproteinas, los fragmentos de
glicoproteinas, las proteinas, los fragmentos de proteina, los polipéptidos,
ADN y ARN. La abundancia isotopica natural del BC es del 1,11%. Por
lo tanto, la probabilidad de que cualquier 4tomo de carbono dado dentro

de una molécula organica sea '’C normalmente es de aprox. 0,0111.

Con el fin de incrementar la fortaleza de una sefial RMN que evidencie
los datos relacionados con el acoplamiento de spin entre el ntcleo de un
dtomo de carbono '}C y cualquiera de los atomos de hidrégeno
adyacentes, resulta aconsejable incrementar el contenido de '*C natural
de la molécula objetivo estudiada. Esto se realiza ya sea mediante el

enriquecimiento uniforme o mediante el enriquecimiento selectivo de la

molécula objetivo con C. Tal como se utilizan en las presentes

especificaciones y en las Reivindicaciones (presentadas éstas altimas al
final del documento), los términos "enriquecimiento uniforme,"
" 2 > " 1" 7 ¥ 3 n [14 b d

enriquecer uniformemente”, "uniformemente enriquecido”, “marcacién
uniforme"” y "uniformemente marcado"” se refieren al hecho de
incrementar a un valor mayor a 0,0111, utilizando medios sintéticos, la

probabilidad de que un 4tomo de carbono seleccionado al azar a través de

toda la molécula objetivo sea '°C. Por otra parte, los términos

"enriquecimiento especifico", "enriquecer especificamente”,

"especificamente enriquecido”, "marcar especificamente" y

"especificamente marcado" significan incrementar a un valor mayor de

-7 -




0,0111, utilizando medios sintéticos, la probabilidad de que los 4&tomos de

carbono presentes en uno o mas sitios especificos preseleccionados

dentro de la molécula objetivo sea "*C.

Por ejemplo, las biomoléculas expresadas por microorganismos
genéticamente modificados que crezcan en un medio nutritivo que
. . . ] r
contenga glucosa uniformemente enriquecida con '’C, quedaran
. . g 13 ;
enriquecidas uniformemente con “C. Por otra parte, una proteina
expresada por un microorganismo genéticamente modificado en un medio
oy . . . 13
nutritivo que contenga alanina, la cual se encuentra enriquecida con “C
solamente en la cadena lateral metil, quedara especificamente

enriquecida con ’C en aquellos residuos alanil contenidos dentro de la

proteina expresada.

El método de la presente invencion, el cual emplea el enriquecimiento
isotopico con "*C, es aplicable a cualquier molécula objetivo orgénica,
entre las que se incluyen aquellas que contengan nitréogeno. El método
también permite el andlisis de moléculas objetivo en las cuales los sitios
con adtomos de carbono especificos han sido enriquecidos (por ejemplo,
los grupos metil de los residuos alanil, leucil, isoleucil, y valinil). Los
grupos metilo exhiben favorable propiedades de relajamiento en
comparacion con los grupos amida, hecho que resulta ventajoso cuando se

aplican a biomoléculas objetivo mas grandes (PM > 30 kDa).

Los polipéptidos y proteinas juegan muchos papeles fundamentales en los
organismos vivientes. En los ejemplos que se suministran mas adelante
se utilizan polipéptidos para ilustrar el presente método. Los
polipéptidos y fragmentos de proteinas corresponden a clases preferidas
de sustancias objetivo utiles para el método de la presente invencion. Sin
embargo, debe entenderse que el método de la presente invencién es

aplicable a otras sustancias objetivo que puedan ser enriquecidas con *C.

-8 -
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La preparacion de moléculas objetivo del tipo de polipéptidos que sirven
como ejemplo de uniformemente y especificamente enriquecidas con *C
se discute mas adelante. Un medio para preparar cantidades adecuadas de
moléculas objetivo que contengan polipéptidos ya sea uniforme o
especificamente enriquecidas con '*C es el que involucra la
transformacién de una célula huésped con un vector de expresiéon que
contenga un polinucleétido codificador del polipéptido deseado. La
proteina o fragmento de proteina polipéptido se expresa mediante el
cultivo de la linea de células transformadas en un medio que contenga
fuentes asimilables de '*C bien conocidas en este campo de la industria.
Una fuente asimilable preferida para marcar uniformemente con 3C es la
glucosa uniformemente marcada con '*C  (referida en el presente
~ documento como U-13C—glucosa), producida por Cambridge Isotope
Laboratories. Para efectos del marcado sitio-especifico, se incluyen
dentro de las fuentes asimilables de marcaci6n sitio-especifica utiles para
el marcado con '*C de un polipéptido objetivo, los aminoécidos
especificamente marcados con *C disponibles en el mercado. En una
practica alternativa del enriquecimiento especifico, las fuentes
asimilables de ">C contenidas en el medio nutritivo pueden serlo los
precursores biosintéticos de aminoacidos marcados con >C. Por ejemplo,
el a-ceto-butirato es el precursor biosintético de la isoleucina y el a-
ceto-isovalerato serd el precursor biosintético de tanto la valina como la

leucina. El Esquema I ilustra cémo se pueden sintetizar los precursores
biosintéticos especificamente enriquecidos con BCc de la leucina,
isoleucina, y valina. Puede emplearse el yoduro de metilo enriquecido
con C (H;"CD), comparativamente poco costoso, como la fuente de
enriquecimiento isotdpico para producir dcido a-ceto-butirico y acido a-

ceto-isovalérico marcados terminalmente en C.

El uso de un nutriente uniformemente enriquecido con C tal como la

glucosa enriquecida con '>C es un medio conveniente para introducir

-9 -
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enriquecimiento con '’C dentro de una sustancia objetivo; sin embargo,
este método es muy costoso. Adicionalmente, una vasta mayoria de los
sitios carbono presentes en los objetivos uniformemente marcados con
C tendréan un vecino ligado covalentemente el cual también se encuentra
marcado con °C, con la introduccién de un acoplamiento *C-">C el cual
puede afectar negativamente tanto la relacién sefial/ruido como las
propiedades de relajacién de los sitios marcados con '*C en la
biomolécula objetivo. Una ventaja particular se logra por la marcacién
sitio-especifica del polipéptido objetivo con *C. Tal como se anoté
antes, esto puede realizarse mediante la inclusion en el medio nutritivo de
aminoacidos marcados con ')C comercialmente disponibles. Esto
también, sin embargo, constituye una alternativa costosa, pero puede ser
deseable en ciertas circunstancias cuando se requiera efectuar el marcado
de cierto tipo de residuos aminoacil en el polipéptido objetivo. Sin
embargo, el método preferido para la marcacién con >C de una molécula
objetivo polipéptido es el que comprende el crecimiento de la linea de
células genéticamente modificadas en un medio nutritivo que contenga
precursores biosintéticos de aminoacidos marcados con 'C. En
particular, entre los precursores preferidos de aminoacidos a ser
marcados se incluyen el &4cido o-ceto-butirico y el 4cido o-ceto-
isovalérico. Los productos biosintéticos de estos precursores son leucina,
isoleucina, y valina en los cuales los grupos metilo de la cadena lateral
metil, en particular, se encuentran enriquecidos con *C. Debido a que
los grupos metilo tienen cada uno tres atomos de hidrégeno unidos a un

dtomo de carbono marcado con '*C, las sefiales de RMN correspondientes

seran particularmente fuertes y diferenciables.

La secuencia de la sintesis del 4cido a-ceto-butirico y del 4cido a-ceto-
isovalérico marcados involucra la metilacion del &tomo de carbono
terminal presente en el acido pirivico con metil yoduro enriquecido con

3C. Normalmente, la alquilacion de a-ceto acidos, tal como el piruvato,
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es inherentemente dificil y va acompafiada por una descomposicién del
intermediario enolato con la formacion de numerosos productos
secundarios. Sin embargo, T. Spencer, et al., Tetrahedron Letters, 1975,
3889, y D. R. Williams, et al., ibid, 1990, 5881, han demostrado que la
alquilacién de la oxima correspondiente puede facilmente realizarse y D.
Enders, et al., Angew. Chem. Int. Eng. Ed., 1992, 618 y D. Enders, et al,,

Synlett, 1992, 901 han demostrado que la hidrazona también se alquila

facilmente sin descomposicién.

En el Esquema I, el tert-butil piruvato, 1, se convierte a la
correspondiente N,N-dimetilhidrazona, 2, por reaccién con N,N-
dimetilhidrazina en dietil éter a temperatura ambiente. La hidrazona
resultante, 2, se enfria en una solucién de tetrahidrofurano a -78°C, y se
trata con bromuro de litio, a lo cual sigue el tratamiento con la
diisopropilamida de litio para formar el intermediario aza-alil enolato. El
enolato se alquila con metil yoduro marcado con "*C para producir la
hidrazona 3. Un segundo curso de la alquilacion de 3 produce la
hidrazona dimetilada marcada, 4. El tratamiento de 3 y 4 con 4cido
trifluoroacético en cloruro de metileno a 0°C cliva (escinde) tanto la
hidrazina y como los grupos éster para producir los correspondientes -
cetoacidos marcados terminalmente con '°C, § y 6 (4cido 4-('*C)-butirico

y el 4cido 4-(*3C)-3-(**C)-metilbutirico, respectivamente).

(4



Esquema |

Sintesis Quimica de Precursores Marcados

C}'S

H CJ\‘ CH3 N,N-Dimetilhidrazina H,C /
’ ’/ W< Ciclohexano, calor CH,
r “Eon
l

CH3
2
1. (optional) LiBr,
LLDA
2. Hy"Cl, THF, -78°C
CH3
3 /
COOH
Hg"c/\"/ -~ ( \I<CH3
0 1. IN aqg HCVTHF CH
o Et,0 CH3 3
] 2. HCl gas/CH,Cl, ;
1. (optional) LiBr,
LQA
2. Hy CI, THF, -78°C
"CH, CHa
COOH H C/N -
H3nC r —~—— 3 o
0 L IN aniCl/lH} Hs"C ,/ \,< 3
() Etzo 0 CH
6 2. HCl gas/(‘HzClz n Hy 3

E-N
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Los Esquemas de Reacci6n I, 11, y 1V ilustran, respectivamente, como

estos a-cetodcidos se convierten biosintéticamente en

BC-leucina, C-
isoleucina, y

“C-valina. En todos los Esquemas, los sitios con

enriquecimiento isotépico se indican con asteriscos.

Esquema 11

Sintesis Bioquimica de Isoleucina Marcada

COOH Acetolactato Sintasa v g?;oH
Hj C/\g —» H,c N}
7N !
S Piruvato CO, 7
NADH
Cetol-Acido -
Reductoisomerasa \
NAD*
. Dihidroxiscido Y
Dehidratasa
C 2. Reductagsa OHOH
H3'C/T“\COOH -~ H{CYH:OOH
~ CH, / >H,
9 8
- H,0 -

Acido de Cadena NH
Ramificada Transaminasa 2

Hjy

L-Glutamato 2-Oxoglutamato 10

Isoleucina
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Esquema 111

Sintesis Bioquimica de Leucina Marcada

’ on
THa 2-Isopropilmalato Sintasa 30H
y f — ¥
Hy'C l/COO H / \ Ha'C /_~COOH
© COOH
[ Acetyl-CoA CoA 1
Hzo -
3-Isopropil malato
Deshidratasa H,0
.CH3 3-Isopropil malato CHa
Deshidratasa ) _COOH
. COOH ~— Hy'C
= T N §
COOH
HO COOH
11,0 1
13
NAD' | "CH,
3-Isopropil malato .
Deshidrogenasa HyC
NADH
O COOH
.Y Co, is
H3
L-Glutamato
H. C COOH Leucina
3 Transaminasa
O COOH ) 2-Oxo-glutamat.
Hj
14
HyC
H,N COOH
16
Leucina
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Esquema IV

Sintesis Bioquimica de la Valina

*

“H Valina-Piruvato H
3 lransaminasa 3
rCO.OH T COOH
] 7N
6 L-Alanina Piruvato 1
L-Valina

Los medios para la preparacién de vectores de expresion que contienen
secuencias de polinucleétidos codificadoras de polipéptidos especificos y
los medios para la transformacién de células hiesped con estos vectores

son bien conocidos en este campo de la industria (véase, por ejemplo, R.
W. Old, et al. "Techniques of Gene Manipulation”, Blackwell Science,
| London, 1994, y similares tratados en este campo). De igual forma, los
métodos para el cultivo de células transformadas que expresen el

polipéptido codificado y para aislar, purificar y re-plegar el polipéptido

son también bien conocidos en este campo de la industria. Los Ejemplos

presentados més adelante describen la produccién, a partir de E. coli

modificada, de muestras enriquecidas con ’C de la regién catalftica,

comprendida entre los aminoacidos 81-256, de la estromelisina humana y
la proteina de ligamiento FK (FKBP), y el uso de estos polipéptidos

enriquecidos isotopicamente en los presentes métodos.

En el caso en que el método se emplee para investigar la presencia
(screen) de uno o mas compuestos por su ligamiento a la molécula

objetivo, por ejemplo de entre una mezcla 6 de una bxbhoteca de

compuestos, y en los casos en donde surja diferencias entre el primer

- 15 -
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espectro generado correspondiente a la molécula objetiV(; sola y el
generado para la molécula objetivo en presencia del o los compuestos,
se ejecutardn pasos adicionales para identificar cual o cuales compuestos
especificos contenidos en la mezcla se ligan realmente a la molécula
objetivo. Entre dichos pasos adicionales se incluyen la exposicion de la
molécula objetivo enriquecida con isétopos °C individualmente a cada
compuesto de la mezcla; generacién de un espectro de correlacién RMN
C/'H bidimensional de la molécula objetivo marcada que ha sido
individualmente expuesta a cada compuesto; y comparaciéon de cada
espectro con el primer espectro generado de la molécula objetivo sola
para determinar asi las diferencias entre cualquiera de los espectros
comparados. Las diferencias en los espectros facilitan la identificacion

de un compuesto que se comporte como un ligando.

Los valores de corrimiento quimico de las seiiales particulares '*C/'H en
el espectro de correlacion bidimensional correspondiente a ubicaciones
especificas conocidas de agrupaciones dtomicas presentes en la molécula
objetivo (por ejemplo, los dtomos de carbono de un residuo particular
aminodcido en la molécula objetivo o, en el caso de un polipéptido
especificamente marcado en los grupos metilo de residuos alanil, leucil,
isoleucil, y valinil). EI proceso de screening (tamizaje: investigacion de
presencia de ciertos compuestos) de esta invenciéon no sélo permite la
identificacion de cual o cuales compuestos estan ligados a una molécula
objetivo en particular, sino que también permite la determinacion de los
aminoéacidos particulares que son afectados por el ligamiento del
compuesto a la molécula objetivo. Los valores de corrimiento quimico
pueden reflejar un cambio en la conformacién de la molécula objetivo, o
pueden reflejar el ligamiento del compuesto ligado al sitio que

corresponde a la sefial en particular.

Ademds, mediante este proceso puede determinarse la constante de
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disociacién, Kp, para un ligando dado y su molécula objetivo, si se desea,

mediante la generacion de un primer espectro de correlacién RMN *C/'H
bidimensional de una molécula objetivo marcada con >C; la exposicién '
de la molécula objetivo marcada versus diversas concentraciones de un '
ligando; la generacién de un espectro de correlacion RMN '3C/'H
bidimensional para cada concentracion del ligando empleado; la
comparacion de los espectros generados versus el primer espectro de la

molécula objetivo; y el cédlculo de la constante de disociacién entre la

molécula objetivo y el ligando a partir de dichas diferencias usando la
Ecuacion 1:

K, = ([Po]_x)([l‘o]"x)

en donde [Py] es la concentracion molar total de la molécula objetivo,
[Lo] es la concentracién molar total del ligando, y x es la concentracién
molar de la especie ligada. El valor de x se determina a partir de los datos

de corrimiento quimico de la RMN de acuerdo con la Ecuacién 2:

0

X = observado 5libre

A

en donde Oypservado €S €l valor del corrimiento quimico observado, Jpre
es el valor del corrimiento quimico para la especie libre, y A es la
diferencia entre el valor del corrimiento quimico limitante para la

saturacion (Jsaruracisn) v €l valor del corrimiento quimico de la molécula

objetivo libre del ligando ligado (Sipre).

La constante de disociacion luego se determina variando su valor hasta
que se obtenga un mejor ajuste con los datos observados usando los

métodos estadisticos estdndares de ajuste de curvas. En aquellas
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situaciones en donde cl valor de Susuracién NO se conoce directamente, K

Y Osaturacién S€ varian y los datos resultantes se someten al mismo método |

estadistico de ajuste de curvas.

Una capacidad ventajosa del método de investigacion (tamizaje) es su

capacidad para determinar la constante de disociacién de un ligando de la
molécula objetivo en presencia de una segunda molécula ya ligada al
ligando. Esto generalmente no es posible hacerlo con otros métodos que
emplean los métodos analiticos "wet chemical" (de compuestos quimicos
en himedo) de determinacién del ligamiento de un ligando a un substrato

constituido por una molécula objetivo.

El proceso para la determinacién de la constante de disociacién de un
ligando puede ejecutarse en presencia de un segundo ligando ligado. En
consecuencia, la molécula objetivo marcada con ’C se liga a dicho
segundo ligando antes de la exposiciéon de la molécula objetivo a los
compuestos de prueba. El método de investigacién de compuestos
(tamizaje) es adicionalmente capaz de proporcionar informacién respecto
del ligamiento de un segundo o subsecuente ligando a la molécula
objetivo. Este segundo ligando puede quimicamente unirse con el primer
ligando ligado a la molécula objetivo, proporcionando asi una nueva

molécula compuesta de uso para la modificacién o afectacién de la

molécula objetivo.

El método de tamizaje de la presente invencién comienza con la
generacién o toma de un espectro de correlacién >C/'H bidimensional de
la molécula objetivo isotépicamente enriquecida. Como se establecid
antes, la molécula objetivo puede bien ser enriquecida uniformemente
con °C, o puede especificamente enriquecerse mediante la incorporacion
de grupos B3C-metil en residuos alanil, leucil, wvalinil, e isoleucil.

Medios de generacion de espectros de correlacion *C/'H bidimensionales
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son bien conocidos en este campo de la industria. Los espectros RMN
que son tipicamente registrados corresponden a espectros de correlacion

i a |
cuantica sencillos heteronucleares '*C/'H bidimensionales (HSQC, sigla

de Heteronuclear Single Quantum Correlation), aunque pueden usarse

7 . ) . . |
otras técnicas conocidas por los expertos en este campo de la industria.

Debido a que las sefiales '°C/'H correspondientes a la proteina

normalmente exhiben una excelente resolucidon, los cambios en los
corrimientos quimicos para los pares '°C/'H individuales, pueden
facilmente monitorearse. Un espectro de correlacion *C/'H
bidimensional representativo de un polipéptido objetivo marcado con *C
(FKBP) es ilustrado en la Figura 1. Un espectro de correlacion *C/'H

bidimensional representativo de una FKBP especificamente enriquecida

con °C es el que se ilustra en la Figura 3.

Luego de la exposicion de la molécula objetivo marcada con '*C a uno ¢
mas compuestos de prueba, se genera un segundo espectro de correlacién
“C/'H RMN bidimensional. Dicho espectro se genera de la misma
manera establecida anteriormente. Los espectros primero y segundo
luego se comparan para determinar si existen diferencias entre los dos
espectros. Las diferencias en los espectros de correlacién *C/'H RMN
bidimensionales que indiquen la presencia de un ligando corresponden a
sitios de la molécula objetivo marcados con °C. Aquellas diferencias se
determinan usando procedimientos estdndares bien conocidos en este
campo de la industria. La Figura 2 muestra las regiones metil de FKBP
uniformemente marcada con "’C antes (contornos multiples delgados) y

después (contornos tnicos gruesos) de la adicién de 2-fenilimidazol (0,12
mM).

Las seflales particulares en un espectro de correlaciéon '*C/'H
bidimensional corresponden a 4tomos de carbono y protones especificos

presentes en la molécula objetivo (por ejemplo, particularmente los
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grupos metilo de los residuos aminoacido de la proteina). A manera de

ejemplo, puede observarse en la Figura 3 como los corrimientos quimicos

observados en los espectros de correlacion C/'H bidimensionales de la |

FKBP expuesta a un compuesto de prueba ocurrieron en las posiciones

residuales 97 (leucina) y 55 (valina). La region de la proteina que es

responsable del ligamiento a los compuestos individuales se identifican a
partir de los pares 4tomo de carbono-proton particulares que

cambian con
la adicién del compuesto.
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EJEMPLOS

Preparacioén 1

Preparacién del Dominio Catalitico de la Estromelisina Humana

(SCD) Uniformemente Enriquecido con °*C

Se prepar6o el fragmento 81-256 (ID SEC NO: 1) de la estromelisina

(SCD) mediante la insercion de un plasmido que codifica para la |

produccién del fragmento de proteina dentro de una cepa de E. coli
haciendo crecer la cepa bacteriana genéticamente modificada en un medio
de cultivo apropiado. El fragmento de proteina se aisla del medio de
cultivo, se purifica y subsecuentemente se utiliza en el analisis RMN
bidimensional de su afinidad con compuestos de prueba en concordancia
con el método de la presente invenciéon. Los procedimientos de los

procesos de preparacion se describen a continuacion.

Se hicieron crecer fibroblastos de la piel humana (ATCC No. CRL 1507)
y se indujeron utilizando el procedimiento descrito por Clark ef al,
Archiv. Biochem. and Biophys. 241: 36 (1985). Se aislé el ARN total de
1 g de células usando el kit RNAgents® Total RNA Isolation System Kit
(Promega Corp.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
desnaturaliz6 una porcién de 1 pg del ARN por calentamiento a 80°C
durante cinco minutos y luego se sometié a la PCR de la transcriptasa
reversa usando un kit GenAmp® RNA PCR (Applied Biosystems/Perkin-

Elmer) siguiendo las instrucciones del fabricante.

La PCR anidada se realiz6 usando en primer lugar los primers
[cebadores] (a) GAAATGAAGAGTCTTCAA (ID SEC NO: 2) y (b)
GCGTCCCAGGTTCTGGAG (ID SEC NO. 3) y treinta y cinco ciclos de

94°C, dos minutos; 45°C, dos minutos; y 72°C, tres minutos. A lo
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anterior siguié una re-amplificacién utilizando los primers internos (c)

TACCATGGCCTATCCATTGGATGGAGC (ID SEC NO: 4) vy (d)i

ATAGGATCCTTAGGTCTCAGGGGA GTCAGG (ID SEC NO: 5)

usando treinta ciclos bajo las mismas condiciones descritas anteriormente

para generar una secuencia de ADN codificadora de los residuos .

aminoacido 1-256 de la estromelisina humana.

El fragmento PCR luego se clona dentro del vector de clonacién PCR -

pT7Blue® (Novagen, Inc.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El plasmido resultante se corta con Ncol y BamHI y el

fragmento de la estromelisina se subclona dentro del vector de expresion

pET3d (Novagen, Inc.).

Un constructo de expresion maduro de la estromelisina que codifique
para los residuos aminoacido 81-256 mds un residuo aminoacil metionina
iniciador son generados a partir del constructo de expresién 1-256
mediante amplificacién por PCR. El fragmento PCR resultante primero
se clona dentro del vector pT7BIue® (Novagen, Inc.) y luego se sub-
clona dentr6 del vector pET3d (Novagen, Inc.), usando las instrucciones
del fabricante de la manera antes descrita, a fin de producir el plasmido
pETST-83-256. Este pladsmido final es idéntico al descrito por Qi-Zhuang
et al., Biochemistry, 31: 11231 (1992) con la excepcién de que el
presente plasmido codifica para una secuencia peptidica que comienza
dos aminodcidos més antes en la posicion 81, en la secuencia de la
estromelisina humana. El pldsmido pETST-83-256 se transforma dentro
de la cepa de E. coli BL2I(DE3)/pLysS (Novagen, Inc.) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante para generar asi una cepa de expresion,

BL21(DE3) /pLysS/pETST-255-1.

Se prepara un medio de pre-cultivo por disolucién de 1,6989 g de

NaH,PO,-7H,0, 0,45 g de KH,P04, 0,075 g de NaCl, 0,150 g de NH,Cl,
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0,3 g de U-">C-glucosa, 300 pL de una solucién acuosa de MgSOy4, y 15,
mL de una solucién acuosa de CaCl, en 150 mL de agua desionizada. La '

|
solucion resultante del medio de pre-cultivo se esteriliza y se transfiere a -
i

un baffle flask estéril de 500 mL. Inmediatamente antes de la |

inoculacién del medio de pre-cultivo con la cepa bacteriana, se agregan
al contenido del recipiente 150 mL de una solucién que contiene 34

mg/mL de cloranfenicol en etanol al 100% y 1,5 ml de una solucién que

contiene 20 mg/mL de ampicilina. El contenido del recipiente luego se

inocul6 con 1 ml de stock en glicerol de la cepa genéticamente

modificada del E. coli BL21(DE3)/pLysS/pETST-255-1. El contenido del |

recipiente se agita (225 rpm) a 37°C hasta obtener una densidad éptica de

0,65.

Se prepard un medio nutritivo de fermentacion por disolucién de 113,28 g
de Na,HPO,4- 7H,0, 30 g de KH,P04, 5 g de NaCl y 10 mL de agente
antiespumante DF-60 al 1% en 9604 mL de agua desionizada. Esta
solucién se coloco en un fermentador New Brunswick Scientific Micros
Fermenter y se esteriliz6 a 121°C durante 40 minutos. Inmediatamente
antes de la inoculacién del medio de fermentacion, se agregaron los
siguientes componentes pre-esterilizados al contenido del recipiente de
fermentacién: 100 ml de una solucién acuosa al 10% de NH,Cl, 15 g de
glucosa uniformemente enriquecida con ’C, 20 ml de una solucién
acuosa 1M de MgSO,, 1 ml de una solucion acuosa 1M de CaCl,, 5 ml de
una solucién acuosa de clorhidrato de tiamina (10 mg/mL), 10 m! de una
solucién que contenia 34 mg/mL de cloranfenicol en etanol al 100%, y
1,9 g de ampicilina disuelta en la solucion de cloranfenicol. El pH de la
solucion resultante se ajusté a pH 7,00 mediante de la adicién de una

solucién acuosa de H,SO, 4N.

El pre-cultivo de la cepa de E. coli BL21(DE3)/pLysS/PETST-255-1

proveniente del procedimiento a escala del recipiente agitado descrito
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anteriormente, se agrega al contenido del fermentador y se permite el.
crecimiento de las células hasta lograr una densidad o6ptica de 0,48. 1
Durante este proceso, el contenido del fermentador se mantiene
automaticamente a pH 7,0 a través de la adicién de H,SO4 4N ¢ de KOH
4N, segin sea necesario. El contenido de oxigeno disuelto en ely

contenido del fermentador se mantiene por encima del 55% con

saturacion de aire, mediante un ciclo en cascada (cascaded loop) el cual
incrementa la velocidad de agitacion cuando el contenido de oxigeno
disuelto cae por debajo del 55%. El aire se alimenta al contenido del
fermentador a 7 litros por minuto standard (standard liter per minute:

SLPM) y la temperatura del cultivo se mantiene a 37°C durante todo el

proceso.

Las células se cosechan por centrifugaciéon a 17000 x g durante 10
minutos a 4°C y los pellets de células, resultantes, se recogen y
| conservan a - 85°C.  El rendimiento celular en humedo es 3,5 g/L. El
andlisis de las fracciones solubles e insolubles de los lisados celulares
por electroforesis en gel de poliacrilamida dodecilsulfato de sodio (SDS-

PAGE) revela que aproximadamente 50% de la estromelisina se encuentra

en la fase soluble.

El fragmento estromelisina preparado como se describi6 antes se purifica
empleando una modificacion de la técnica descrita por Ye, et al.,
Biochemistry, 31: 11231 (1992). Las células cosechadas se suspendieron
en buffer Tris-HCl 20 mM (pH 8,0), solucién de azida de sodio que
contenia MgCl, 1 mM, ZnCl, 0,5 mM, 25 unidades/ml de la enzima
Benzonase® (Benzon Pharma), y una mezcla de inhibidores compuesta
por 4-(2-aminoetil)bencenosulfonil fluoruro (“AEBSF”), Leupeptin®,
Aprotinin® y Pepstatin® (todos a concentraciones de 1 mg/mL). El
AEBSF, Leupeptin®, Aprotinin®, y Pepstatin® son producidos por

American International Chemical. La mezcla resultante se agita
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suavemente durante una hora y luego se enfria a 4°C. Las células luego '

se rompen (lisan) con ultrasonido usando un ciclo de trabajo del 50%. Fl |

lisado resultante se centrifuga a 14 000 rpm durante 30 minutos y la ‘k

fraccion insoluble del pellet se congela a - 80°C para su posterior,‘
procesamiento.

Se agrega sulfato de amonio sélido al sobrenadante hasta lograr un nivel

del 20% de saturacion y la soluci6n resultante se carga en una columna de

700 mL de fenil Sepharose de flujo rapido (“Q-Sepharose FF™) |
(Pharmacia Biotech.). Antes de cargarla, la columna de Sepharose se
equilibra con buffer Tris-HCl 50 mM (pH 7,6 a 4°C), CaCl, 5 mM, y |
(NH4),S04 1 M. La columna cargada se eluye con un gradiente lineal de
concentraciones decrecie”ntes de (NH4),SO, acuoso (decreciendo desde 1
M hasta 0 M) y concentraciones crecientes de CaCl, acuoso (desde 5
mM hasta 20 mM) en buffer Tris-HCI a ph 7,6. Las fracciones activas

del eluato se recolectaron y concentraron en una celda agitada Amicon

2
i
i
i+
4
o
i
g
[

. (Amicon, Inc.). La muestra concentrada se dializa en el transcurso de

una noche en el buffer inicialmente usado con la columna Q-Sefarose FF,

Tris-HCI 50 mM (pH 8,2 a 4°C) y CaCl, 10 mM.

La muestra dializada luego se carga en la columna Q-Sepharose FF y se
eluye con un gradiente lineal que comprende el buffer inicial y NaCl 200
nM. La fracciéon soluble purificada del fragmento estromelisina se
concentra y conserva a 4°C. El pellet se solubiliza en 8M de guanidina-
HCI. La solucién se centrifuga durante 20 minutos a 20 000 rpm y el
sobrenadante se agrega gota a gota a un buffer de plegamiento (folding
buffer) que comprende Tris-HCl 50 mM (pH 7,6), CaCl, 10 mM, ZnCl,
0,5 mM y el coctel de inhibidores compuesto por AEBSF, Leupeptin®,
Aprotinin®, y Pepstatin® (todos a concentraciones de 1 pg/mL). El
volumen del buffer de plegamiento es entonces 10 veces el del

sobrenadante. La mezcla del sobrenadante y del buffer de plegamiento se
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|

centrifuga a 20 000 rpm durante 30 minutos. EIl sobrenadante obtenido deg
esta centrifugacion se conserva a 4°C y el pellet se somete dos veces a
los pasos antes descritos de solubilizaciéon en guanidina-HCI, re-i
plegamiento en el buffer, y centrifugacion. Los sobrenadantes ﬁnales!
provenientes de cada una de las tres centrifugaciones se combinan y s€ |
agrega sulfato de amonio sélido hasta lograr un punto de saturacion del
20%. La solucién resultante de esta manera obtenida a partir de la
fraccién insoluble se somete a purificacion en fenil Sepharose y Q- |
Sepharose tal como se describié antes para la fraccién soluble. Las

fracciones solubles e insolubles purificadas se combinan para producir |

aprox. 1,8 mg del fragmento purificado 81-256 (SCD) de la estromelisina |

por gramo de pasta original de células, uniformemente enriquecida con |

13C |

i

Preparacion 2

. Preparacién del Dominio Catalitico de la Estromelisina Humana |

(SCD) Especificamente Enriquecido con 1*C |

El SCD se expresa mediante el cultivo de la cepa modificada de E. Coli ‘i
BL21(DE3)/pLysS/pETST-255-1 en un medio que comprende 4cido o-
! ceto-butirico y 4cido a-ceto-isovalérico enriquecidos con '*C. Los |
métodos usados para la preparacién de la cepa de E. Coli disefiada por !
ingenieria genética, y para la expresion, aislamiento, y purificacién del

fragmento de proteina corresponden a los anteriormente descritos, |

i excepto por el uso U-IZC-glucosa, en lugar de U-"C-glucosa.

Preparaciéon 3

Preparacion de FKBP Uniformemente y

Especificamente Enriquecida con >C
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A. DPreparacién de FKBP con Val/Leu Especificamente enriquecidas
con P°C |

|

Se hicieron crecer células transformadas con un plasmido codificador de’
la FKBP humana (como se describe en Egan, et al., Biochemistry 32:
1920-1927 (1993)) en un medio de cultivo con D,0O al 100% que contenia!
'SNH,Cl (Cambridge Isotopes) a manera de la unica fuente de nitrdégeno!
(1,0 g/L) y glucosa perdeuterada (1,5 g/L) a manera de la fuente de:!
carbono (Cambridge Isotopes). Las células se hicieron crecer a 37°C y el
contenido del recipiente se agité hasta obtener una densidad 6ptica de,
1,0. Una hora antes de la induccién, se agregaron 80 mg de L-valina-U-
BCs-1°N-2,3-d, (Cambridge Isotopes) al medio de cultivo. El cultivo se E
indujo con IPTG 1 mM durante 12 horas.

Las c€lulas se cosecharon por centrifugaciéon a 17 000 x g durante 10 ‘X
minutos a 4°C y los pellets de células resultantes se suspendieron en |
buffer de fosfatos 50 mM (pH 7,4) que contenia DTT 5 mM y PMSF 1 |
mM y se lisaron mecdnicamente usando una prensa French. El lisado |
resultante se centrifugé a 25 000 rpm durante 30 minutos. Se agregd

sulfato de amonio sélido al sobrenadante hasta el punto de 40% de

saturaciéon y se centrifugé a 18 000 rpm durante 5 minutos. El

sobrenadante se dializ6 dentro de HEPES 10 mM (pH 8,0) durante 12 °

horas a 4°C. La soluci6n resultante luego se cargé en una columna de 10
mL Q-Sepharose de flujo rapido (Sigma) pre-equilibrada en el buffer de
dialisis. Las fracciones se recogieron, se reunieron, y se concentraron
usando una celda de fluyjo Amicon. La solucion luego se dializé dentro

de buffer de fosfatos 20 mM (pH 6,5) que contenia DTT 10 mM y azida
de sodio al 0,01%.
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B. Preparaciéon de FKBP con Val/Leulle Especificamente

. . 13 \
Enriquecidas con °C '

1

Células transformadas con un pldsmido codificador de la FKBP humanaz
(como el descrito en Egan, et al., Biochemistry 32: 1920-1927 (1993)) se|
hicieron crecer en un medio de cultivo que contenia NH4Cl como la unica.
fuente de nitrégeno (1,0 g/L) y glucosa (1,5 g/L) como la fuente de'
carbono. Las células se hicieron crecer a 37°C y el contenido del’
recipiente se agité hasta que fuera obtenida una densidad éptica de 1,0.:
Una hora antes de la induccién, se agregaron 100 mg de 4cido a-ceto- ‘;
butirico y de 4cido a-ceto-isovalérico al medio de cultivo. El cultivo se .

indujo con IPTG 1 mM durante 12 horas. La expresion, aislamiento, y '

purificacién de la proteina expresada se efectuaron tal como se describi6

antes.

C.  Preparacién de FKBP Uniformemente Enriquecida con *C

Se hicieron crecer células transformadas con un pldsmido que codifica

para la FKBP humana (como se describe en Egan, et al., Biochemistry 32:
1920-1927 (1993)) en un medio de cultivo que contenia NH,CI
(Cambridge Isotopes) como la unica fuente de nitrégeno (1,0 g/L) y
glucosa uniformemente enriquecida con >C (1,5 g/L) como la fuente de
carbono (Cambridge Isotopes). La expresion, aislamiento, y purificacién

de la proteina expresada se efectuaron tal como se describi6 antes.

Ejemplo 1
Investigacion de la Presencia de Ligandos Usando Espectros de

Correlacién de RMN *C/'H y

FKBP Uniformemente Enriquecida con '*C
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La FKBP uniformemente enriquecida con '*C se preparé de acuerdo con

|
los procedimientos antes detallados. Las soluciones de proteina usadas

en el ensayo de investigacién contenian la FKBP uniformemente
enriquecida con '°C (0,2 mM) y azida de sodio (0,05%) en un solucién de

'

H,0/D,0 (9/1) buferizada (amortiguada) con fosfatos (20 mM, pH 6,5).

i

L

Los espectros RMN *C/'H bidimensionales se generaron a 30°C en un;
espectrometro de RMN Bruker DRX500 equipado con una sonda de triple.
resonancia y un cambia-muestras Bruker. Los espectros HSQC *C/'H se'
tomaron a mancra de 64 x 1024 puntos complejos usando amplitudes de |
barrido de 3 771 Hz (“:C, t,) y 8 333 Hz ('H, t,). Se empled un retardo !
de 1 segundo entre escaneos y 8 escaneos por decaimiento de la

|
induccién libre (free induction decay: fid) en la recoleccion de los datos. |

Todos los espectros RMN se procesaron y analizaron en C/'H !

computadores Silicon Graphics.

Se tomé un primer espectro de correlacion RMN "°C/'H bidimensional

para la molécula objetivo FKBP marcada con "*C tal como se describié ‘

antes. El objetivo FKBP luego se expuso a la mezcla bibliotecal de
compuestos de prueba. Las soluciones stock de los compuestos se
prepararon a concentraciones de 100 mM y 1 M. Por otra parte, se
preparé una biblioteca de combinaciones la cual contenia 8 - 10

compuestos por muestra a una concentraciéon de 100 mM por cada

compuesto.

El pH de la solucién de stock 1 M se ajusté con éacido acético y
etanolamina de modo que no se observard ninglin cambio de pH al hacer
la dilucion 1/10 con una solucién buferizada con fosfatos 100 mM (pH
7,0). Es importante ajustar el pH, debido a que pequefios cambios en el
pH pueden alterar los corrimientos quimicos de las biomoléculas y

complican la interpretacion de los datos de RMN.
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,
Los compuestos presentes en la biblioteca se seleccionaron con base en el
tamafio (peso molecular entre 100 - 300) y diversidad molecular. La$
moléculas en la coleccién presentaban diferentes formas (por ejemplo’,}
anillos  arométicos planos, anillos alifaticos plegados, alifaticos de
cadena recta y ramificada con enlaces sencillos, dobles o triples) y’
diversos grupos funcionales (por ejemplo, acidos carboxilicos, ésteres,:
éteres, aminas, aldehidos, cetonas, y diversos anillos heterociclicos) con’
el fin de maximizar la posibilidad de descubrir compuestos que

interactuaran con los sitios de ligamiento ampliamente diversos.

Las muestras para RMN se prepararon mediante la adicién de 1,25 pL de

la solucion stock en dimetilsulféxido de las mezclas de compuestos que |

contenfan cada compuesto a una concentraciéon de 100 mM respecto de

0,5 mL de una solucién en H,0/D,0O (9/1) bufferizada de la proteina !

uniformemente '*C-marcada. La concentracién final de cada uno de los

compuestos en la muestra para RMN era de aprox. 0,25 mM.

En el experimento de tamizaje (screening: investigacién de la presencia
de compuestos), se encontré que un compuesto, el 2-fenilimidazol, se liga
a la FKBP. La Figura 1 ilustra el espectro de correlacion *C/'H de la
FKBP uniformemente marcada con '*C. El espectro (128 puntos
complejos, 4 escaneos/fid) se tomé en una muestra de FKBP 0,1 mM en

buffer de fosfatos 20 mM (pH 6,5), azida de sodio al 0,01% y 6xido de
deuterio (D,0) al 10%.

La Figura 1 ilustra un espectro de correlacion '*C/'H de la FKBP
uniformemente marcada con ’C. El espectro (128 puntos complejos, 4
escaneos/fid) sé tomdé en una muestra de FKBP 0,1 mM en buffer de
fosfatos 20 mM (pH 6,5), azida de sodio al 0,01% y 6xido de deuterio
(D;0) al 10%. La Figura 2 ilustra las regiones metilo de los espectros de

correlacion °C/'H (64 puntos complejos, 8 escaneos/fid) de la FKBP
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uniformemente marcada con *C (0,2 mM) antes (contornos mﬁltiple}s
delgados) y después (contornos unicos gruesos) de la adicién de 2}_—

fenilimidazol (0,25 mM). Se indican los cambios en los corrimiento$

. : ; : ; 97 55 :1.56 . :1.90
quimicos ocurridos en los residuos aminoacil Leu”’, Val’”, ile’® e ile”" . !

¥

b

La Figura 3 ilustra los espectros de correlaciéon “C/'H (48 puntoé
complejos, 8 escaneos/fid) de la FKBP selectivamente marcada conlx
BC/®N/AH en residuos valinil y leucil antes (contornos multiples,
delgados) y después (contornos unicos gruesos) de la adiciéon de 2-:
fenilimidazol (0,25 mM). Todas las demés condiciones fueron last
mismas que las empleadas en la generacién de los espectros ilustrados en')
la Figura 1. Se indican aquellos residuos escogidos que indican cambios

significativos en el ligamiento. Nuevamente, los cambios en los valores

de corrimiento quimico indican que el ligamiento estd ocurriendo en, o

cerca, a los residuos Leu®’ y Val®>,

La Figura 4 presenta los espectros de correlaciéon *C/'H de la FKBP
selectivamente marcada con °C en los residuos alanil antes (contornos
multiples delgados) y después (contornos tnicos gruesos) de la adicién de
2-fenilimidazol (0,25 mM). La sobreposiciéon de los valores de
corrimiento quimico antes (contornos miltiples livianos o normales) y
después (contornos tnicos repisados o en negrilla) de la adicién del

ligando indican que ninguno de los residuos alanil estd involucrado en el

ligamiento.

La Figura 5 presenta una ilustracién del tipo de "modelo de palos” de la
estructura tridimensional de la FKBP. Los residuos aparecen numerados
para efectos de ayudar en la visualizacion. Los residuos aminoacil

involucrados en el sitio de ligamiento en la proteina se muestran negrilla.




Reivindicaciones

1. Un método para detectar el ligamiento entre un ligando putativo y
una molécula objetivo pre-seleccionada enriquecida con *C, método que

comprende:
. . . 13,173
a)  generacion de un primer espectro de correlacion RMN “C/'H

|
1

bidimensional de dicha molécula objetivo;

b) formacion de una mezcla de dicha molécula objetivo con por.
!

lo menos un compuesto ligando putativo;

t

|

c) generacion de un segundo espectro de correlacion RMN '

C/'H bidimensional de la mezcla del paso (b); y
d)  comparacion del primefo y segundo espectros.

2. El método acorde con la Reivindicacién 1, en donde dicha molécula
objetivo se selecciona del grupo conformado por lipoproteinas,
fragmentos  de  lipoproteinas, glicoproteinas, fragmentos de
glicoproteinas, proteinas, fragmentos de proteina, polipéptidos, ADN, y

ARN.

3 . El método acorde con la Reivindicacion 1, en donde dicha molécula
objetivo se selecciona del grupo conformado por proteinas, fragmentos de

proteina, y polipéptidos.

4. El método acorde con la Reivindicacion 3, en donde dicha molécula
objetivo se prepara mediante el cultivo de una linea de células
transformadas la cual posee un vector de expresién que contiene un
polinucledtido codificador de dicha molécula objetivo en un medio que

contiene fuentes asimilables de '*C.
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5. El método acorde con la Reivindicacién 4, en donde dichas fuentes

o s . . 5 13 ‘
asimilables de '’C se encuentran uniformemente enriquecidas con "C. !

1
1

6. El método acorde con la Reivindicacién 5, en donde la glucosa

uniformemente marcada con °C (U-'*C-glucosa) se emplea para producir

dichas fuentes asimilables de '*C. ’._

}

7. El método acorde con la Reivindicacién 4, en donde dichas fuentes

o . . . 13 |
asimilables de '*C se encuentran especificamente enriquecidas con °C.
8. El método acorde con la Reivindicaciéon 7 en donde el yoduro de:

metilo enriquecido con 3C es empleado para producir dichas fuentes
asimilables de "*C.

9. El método acorde con la Reivindicacién 7, en donde dichas fuentes

asimilables de '*C son aminodacidos, 6 sus sales.

10 El método acorde con la Reivindicacién 9, en donde dicho

aminodcido se selecciona del grupo conformado por alanina, leucina, |

isoleucina, y valina.

1 1 El método acorde con la Reivindicacién 8, ¢n donde dichas fuentes

asimilables de '*C son precursores biosintéticos de aminodcidos, ¢ las

sales de éstos.

12 El método acorde con la Reivindicaciéon 11, en donde dichos
precursores biosintéticos de aminoicidos se seleccionan del grupo

conformado por el 4cido 4(13C)-butirico y el acido 4-(13C)-3-(13C)- "
metilbutirico.

13 Un método para investigar de una mezcla de compuestos cual o ~
cuales compuestos se ligan a una molécula objetivo pre-seleccionada

enriquecida con *C, método que comprende:
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a)  generacion de un primer espectro de correlaciéon RMN 13C/I‘H
bidimensional de dicha molécula objetivo; ;
b)  contacto de dicha molécula objetivo con dicha mezcla de
compuestos; :
c) generacion de un segundo espectro de correlacion RMN
*C/'H bidimensional de la mezcla del paso (b); ?
d)

comparacion entre el primero y segundo espectros.

14 El método acorde con la Reivindicacién 13, en donde dicho método
comprende adicionalmente: ’

3

e) exposicion de dicha molécula objetivo individualmente a '
cada compuesto presente en dicha mezcla cuando el paso d)
revele diferencias en los espectros primero y segundo; “

f) generacion de espectros de correlacién RMN BC/'H ;
bidimensionales de dicha molécula objetivo que ha sido |
expuesta a cada compuesto; y '

g)

comparacién de cada uno de los espectros generados en el

paso f) versus el primero espectro generado de la molécula
objetivo sola.

15 El método acorde con la Reivindicaciéon 14, en donde dicha

molécula objetivo se selecciona del grupo conformado por lipoproteinas, ’
fragmentos  de  lipoproteinas,  glicoproteinas, fragmentos de \,
glicoproteinas, proteinas, fragmentos de proteina, polipéptidos, ADN, y “
ARN.
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y

16 El método acorde con la Reivindicacién 15, en donde dicfla

molécula objetivo se selecciona del grupo conformado por- proteinas,
fragmentos de proteina, y polipéptidos.

!

i
!

17 El método acorde con la Reivindicacién 13, en donde dicha

. . e ) : . 13
molécula objetivo se encuentra uniformemente enriquecida con °C.

18 El método acorde con la Reivindicacién 13, en donde diché

}

, e , . . 13
molécula objetivo se encuentra especificamente enriquecida con °C.

i

19 Un método para determinar la constante de disociacién para un'

ligando que se liga a una molécula objetivo pre-seleccionada enriquecida,
con *C, método que comprende:

!
t
1
|

., . i 3 '
generacion de un primer espectro de correlacion RMN *C/'H

bidimensional de dicha molécula objetivo;

a)

1
i

|

|
b)  exposicion de dicha molécula objetivo a diversas

1
concentraciones de dicho ligando;

¢)  generacion de un espectro de correlacion RMN *C/'H l
bidimensional a cada concentracién del ligando del paso b); ’\
’;
d)  comparacion de cada espectro obtenido en la paso (c) versus
dicho primero espectro mencionado en el paso (a); y f

¢)

calculo de la constante de disociacién.

20 El método acorde con la Reivindicaciéon 19, en donde dicha |

molécula objetivo se selecciona del grupo conformado por lipoproteinas,
fragmentos  de  lipoproteinas,  glicoproteinas, fragmentos  de ’

glicoproteinas, proteinas, fragmentos de proteina, polipéptidos, ADN, y ‘.
ARN.
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Folio vazm(}ﬂawdo pof folio F .

21 El método acorde con la Reivindicacion 20, en donde dicha

molécula objetivo se selecciona del grupo conformado por proteinas,

fragmentos de proteina, y polipéptidos. |

i
22 El método acorde con la Reivindicacién 20, en donde dicha

. o . , ; 13
molécula objetivo es uniformemente enriquecida con °C.

b1

23 El método acorde con la Reivindicacién 20, en donde dicha)n

, . . . . . 13 y
molécula objetivo es uniformemente enriquecida con "°C.

§

i

24 Un compuesto identificado mediante el método de investigacion de IFJDQ\S\SGA
Yho
presencia de compuestos -tamizaje- acorde con la Reivindicacién 13. "

¥

i

25 Un método para la determinacién de residuos aminodcido |

especificos en una molécula objetivo pre-seleccionada enriquecida con

BC afectada por el ligamiento de un ligando a dicha molécula objetivo, |
método que comprende: :

a) generacion de un primer espectro de correlacion RMN C/'H
bidimensional de dicha molécula objetivo, en donde dichos
valores de corrimiento quimico de las sefiales de '*C/'H en
dicho espectro de correlacion bidimensional corresponden a

por lo menos una ubicacién especifica conocida de
agrupamientos atémicos presentes en dicha molécula

i
objetivo;

b) formacioén de una mezcla de dicha molécula objetivo con un ‘

compuesto ligando conocido ;

c) generacién de un segundo espectro de correlacion RMN

3C/'H bidimensional de la mezcla del paso (b); y

d) comparacion entre el primero y segundo espectros.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110>Fesik, Stephen W.

Hajduk, Philip J.

<120> Uso de

el Ligamiento a Biomoléculas Objetivo
<130> 5816.US.P3

<160> 5

<170> FastSEQ para Windows versién 3.0

<210> 1
<211> 174

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Regidn catalitica de la estromelisina humana 81-256

<400> 1

Phe Arg Tre Phe Pro Gli Ile Pro Lis Trp Arg Lis Tre His Leu Tre
1 5 10 15
Tir Arg Ile Val Asn Tir Tre Pro Asp Leu Pro Lis Asp Ala Val Asp

20 25 30

Ser Ala Val Glu Lis Ala Leu Lis Val Trp Glu Glu Val Tre Pro Leu

35 40 45

Tre Phe Ser Arg Leu Tir Glu Gli Glu Ala Asp Ile Met Ile Ser Phe

50 55 60

Ala Val Arg Glu His Gli Asp Phe Tir Pro Phe Asp Gli Pro Gli Asn
65 70 75 80
Val Leu Ala His Ala Tir Ala Pro Gli Pro Gli Ile Asn Gli Asp Ala

85 80 95

- 37 -
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His Phe Asp Asp Asp Glu Gln Trp Tre Lis Asp Tre Tre Gli Tre Asn

'

100 105 110 ‘

Leu Phe Leu Val Ala Ala His Glu Ile Gli His Ser Leu Gli Leu Phel
115 120 125 :

His Ser Ala Asn Tre Glu Ala Leu Met Tir Pro Leu Tir His Ser Leu‘

130 135 140
Tre Asp Leu Tre Arg Phe Arg Leu Ser Gln Asp Asp Ile Asn Gli Ile
145 150 155 160
Gln Ser Leu Tir Gli Pro Pro Pro Asp Ser Pro Glu Tre Pro

165 170

<210> 2

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia del Primer

<400> 2

gaaatgaaga gtcttcaa

<210> 3
<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia del Primer

<400> 3

gcgtcccagg ttctggag

<210> ¢4
<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Secuencia del Primer

<400> 4

taccatggcc tatccattgg atggagce

<210> 5
<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia del Primer

<400> 5

ataggatcct taggtctcag gggagtcagg

- - - -~ = -

Convenciones de Aminoéacidos:

Ala = alanina Ile = isoleucina
Arg = arginina Leu = leucina
Asn = asparagina Lis = lisina

Asp = &cido aspéartico Met = metionina
Cis = cisteina Pro = prolina
Phe = fenilalanina Ser = serina

Gli = glicina Tre = treonina
Glu = 4cido glutémico Tir = tirosina
Gln = glutamina Trp = triptdéfano
His = histidina Val = valina
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(32) FECHA DE
PRESENTACION:
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(71) SOLICITANTE: ABBOTT LABORATORIES
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(74) APODERADO:  JOSE ANTONIO LLOREDA

(54) TITULO: " USO DE LA RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR C PARA DETECTAR EL
LIGAMIENTO A MOLECULAS OBIJETIVO "

(57) RESUMEN:

Reivindicacién numero 1.-

Un método para detectar el ligamiento entre un ligando putativo y una molécula objetivo
pre-seleccionada enfiquecida con "°C, método que comprende:

a) generacion de un primer espectro de correlacién RMN '*C/'H bidimensional

de dicha molécula objetivo;

b) formacion de una mezcla de dicha molécula objetivo con por lo menos un

compuesto ligando putativo;

c) generacion de un segundo espectro de correlacion RMN "*C/'H
bidimensional de la mezcla del paso (b); y

d) comparacién del primero y segundo espectros.
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PRIMER EXAMEN DE FORMA axo;

EXPEDIENTE 00-25248
Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decision
344 se determind que esta solicitud de Patente de Invencion:

SI[x] NO[ ] NO APLICABLE [ ] Present6 los poderes necesarios en
forma correcta (Decision 344, art. 14-a).

SI[x] NO[ ] NO APLICABLE[ ] Acredito, en forma correcta, la
existencia y representacion de la persona juridica solicitante »
(art. 14-c de la Decisién 344; literal g) del art. 4 del Decreto
117/94).

Si[x] NOI[ 1] NO APLICABLE [ ] Presento, en forma correcta el
comprobante de pago por la tasa de presentacion establecida
(art. 13-f de la Decision 344 y la Resolucion 02 del 4 de enero
del 2000 ).

Si[x] NO[ ] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindico prioridad, dentro del
plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convenio de Paris.

SIi[ ] NO[x ] NO APLICABLE [ ] Present6 copia, certificada su
conformidad por la Administracién que recibio la solicitud de la
cual reivindica prioridad, al momento de radicar la solicitud
nacional.

SIf ] NO[x] NO APLICABLE [ ] Presenté la traduccion del capitulo

reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica prioridad
(Art. 4, D-3 Convenio de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999
S.I.C.).

SI[ ] NO[x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

OBSERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: En todo caso, debera presentar
copia certificada su conformidad por la Administracion que recibi6 la solicitud de la cual
reivindica prioridad, y traduccién del capitulo reivindicatorio, en cualquier momento
dentro del plazo de tres (3) meses, contados a partir de la fecha de depésito de la
solicitud posterior. La omision de esta formalidad implicara la perdida del derecho de
prioridad.

En consecuencia, se conceptlia que esta solicitud:

SI[ 1] NO[x ] Se ajusta alos aspectos FORMALES indicados en la Decision
- 344 y por tanto,
' SI[ ] NO[x] Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiente.

Santafé de Bogotd, D.C., 7 de abril del 2000.
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EXAWSADOR JURIDICO Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5%y 10°

Conmutador 334 1221-2-3-4
' Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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EXPEDIENTE 0D- 2548,
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Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decision 344 se
determind que esta solicitud de Patente de Invencion:

SI/L. NO[] Contiene la identificacion correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).

SI[Mf NO[] Contiene la identificacion correcta del solicitante (Articulo 13-a).

SI¥] NO[] Contiene el resumen con el objeto o finalidad de la invencion en forma
correcta (Art.13-e).

SI[] NO R Contiene el titulo o nombre de la invencion en forma correcta (Art.13-b).

Sl [;1{_ NO[] Contiene la descripcion clara y completa de la invencién (Art.13-c).

SI[f NO[] Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4 del
Dto. 117 /94).

Si [\( NO [] Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con
el Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).

SI[] NO Y Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la |
materia para la cual se solicita la proteccion mediante la patente (Art.13-d).

Sl [Jf NO [] Contiene el extracto y cumple con los requisitos para publicacion (Art.14-c
junto con el literal c) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

SIH NOH Contiene el arte final del dibujo caracteristico y cumple con los requisitos
(Art.14-c junto con el literal c) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

Sl [lf NO [] Contiene la tarjeta del Archivo Tematico [formato P-104] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

Sl[{) NO[] Contiene la tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma
correcta (Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

SI[] NO [‘{CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: Sl [t/ NO [] ver hoja(s) anexa(s)

Santa Fe de Bogota, D.C., EXAMINADOR TECNICO DE PATENTES
S de mayo | 2aC0 2020,
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PTO TECNICO: 683
ENTE: 00025248
GO1N 24/08

Realizado el Primer Examen de Forma se hace la siguiente observacion:

El titulo de la invencion hace referencia al “USO”, dado que las reivindicaciones no se tratan sobre  *”
el uso sino sobre un método para detectar el ligamiento entre un ligando putativo y una molécula
enriquecida con 3C, se recomienda que se modifique el titulo de manera que corresponda con las
reivindicaciones de la solicitud, una posibilidad es que dicho titulo sea “Resonancia Magnética
Nuclear C para detectar el ligamiento de una molécula objetivo y un ligando putativo”

Se requiere eliminar la reivindicacion 24 toda vez que ella no define el objeto de la invencion. No
es posible precisar un compuesto por el hecho de que se someta a una prueba y se encuentre que
se une a un ligando putativo. El resultado del método que se reivindica podria ser un compuesto
conocido e incluso que goce de una proteccion mediante patente y sin conocer su estructura no
seria posible detectarlo pues no ha sido definido. Por ende es imposible caracterizar y precisar el
objeto de la invencién mediante un método para detectar la capacidad de ligamiento entre el
compuesto prueba y un ligando putativo. Adicionalmente, se considera que el concepto inventivo
de un método para detectar la unién entre un compuestos prueba y un ligando putativo no guarda
ninguna relacion y por ende no tiene unidad de invencion con un compuesto cuya novedad y nivel
inventivo va a depender de su estructura y no del resultado de su analisis mediante una prueba.

Santa Fe de Bogota, 5 de mayo de 2000.

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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LA JEFE DE LA DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE

ARTICULO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor José Antonio Lloreda, como
apoderado del solicitante, en los términos y para los efectos del poder conferido

[ICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decision 344 de la
mIQSién del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
treinta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacion del auto, presente
puesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen
de forma.

ARTICULO TERCERO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubernativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE - -
@%@efen Santafé de Bogota D.C., a los 3 MAY 20

LA JEFE DE LA PIVISION DE NUEVAS CREACIONES,

ALIX/CARMENZA CESPEDES DE VERGEL

NOTIFICADO POR ESTADO

4
Santafé de Bogota D.C4 MAY 2000 notificado por anotacion en estado de esta misma
fecha.

\;'/ENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO

SOLICITO PRORROGA TERMINO SI NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

-
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