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DESCRIPCION

Nanoparticula para ensayos de bioafinidad.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nanoparticulas para ensayos de bioafinidad. Mds particularmente, la presente
invencion se refiere a particulas de ferritina para ensayos de bioafinidad.

Antecedentes de la invencion

La ferritina es una proteina producida, por ejemplo, por bacterias, plantas y mamiferos, incluyendo los seres huma-
nos. Es una proteina particular y hueca que consta de miltiples subunidades que pueden ser de tipo similar o diferente.
Tipicamente, una molécula de ferritina consta de 24 subunidades que se autoensarnblan en una estructura esférica. Por
ejemplo, la ferritina hepatica humana consta de subunidades pesadas (peso molecular 21 kDa) y subunidades ligeras
(19 kDa) [Boyd D, Vecoli C, et al. (1985) Journal of Biological Chemistry 260:11755-61]. Tiene un didmetro de 12 nm,
y una cavidad interior con un didmetro de 8 nm. La cavidad interior es capaz de almacenar alrededor de 4500 iones de
hierro como 6xido férrico hidratado [Chasteen ND, Harrison PM. (1999) Journal of Structural Biology 126:182-94].

Ademds, se han encontrado en bacterias proteinas esféricas similares a ferritina, con un menor tamafio. Los ejem-
plos son la proteina Dpr, producida por Streptococci [Haataja S, Penttinen A, et al. Acta Crystallographica (2002)
58:1851-1853], la proteina Dps producida por Listeria [Bozzi M, Mignogna G, et al. (1997) Journal of Biological
Chemistry 272:3259-3265], la proteina Dps producida por Helicobacteria [Tonello F, Dundon WG, et al. (1999) Mo-
lecular Microbiology 34:238-246], y la proteina Dps producida por Escherichia [llari A, Ceci P, et al. (2002) Journal
of Biological Chemistry 277:37619-37623].

El nicleo de hierro es visible en el microscopio electrénico, y se ha utilizado en microscopia electrénica como un
marcador [Anderson KL. (1998) Biotechnic and Histochemistry 73:278-88].

La ferritina se ha conjugado quimicamente con otras moléculas [Hsu KC. (1981) Scanning electron microscopy
4:17-26], o mediante fusiones proteinicas [Lofdahl, S, Uhlen, M et al. patente US n° 5.100.788].

Se ha estudiado ampliamente la expresion de proteinas o péptidos extrafios sobre la superficie de virus como
fusiones proteinicas de la superficie de virus. También se ha estudiado la presentacién de proteinas y péptidos sobre la
superficie de bacteridfagos T4, T7 Ay [Sternberg, N. y Hoess, R. (1995), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 1609-1613;
Ren, Z. y Black, L. (1998), Gene 215, 439-444; Danner, S. y Belasco, J. (2001), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 12954-
12959]. En estos ejemplos, los fagos conectan la actividad de unién localizada sobre la superficie de una particula a
la informacion genética localizada en el interior de la particula. Ademas, se ha investigado la expresion de proteinas
extrafias sobre la superficie de virus con el objeto de usar estos virus modificados como vacunas, inmundgenos y
agentes de revestimiento (US n° 5.008.373; US n° 5.041.385; US n° 5.463.024; US n° 5.736.368; US n° 5.804.196 y
US n° 6.051.410). Ademads, se ha sugerido el uso de cdpsidas viricas o a base de fagos como particulas funcionales en
ensayos de bioafinidad (documento US 2002/0025515).

Las ventajas de cdpsidas fagicas y viricas son que se autoensamblan en estructuras similares a particulas. Sin
embargo, tienen desventajas: se pueden replicar en sus hospedantes respectivos. Pueden infectar a sus hospedantes por
accidente y, en consecuencia, pueden dar como resultado un brote descontrolado de virus o fagos. También contienen
moléculas de dcidos nucleicos que pueden dar como resultado una produccidn accidental de proteinas indeseadas
en situaciones imprevistas. El tamafio de incluso el bacteriéfago mas pequefio supera el éptimo para la estabilidad
coloidal 6ptima de las particulas.

Un marcador es una molécula que es posible detectar por medios quimicos o fisicos. El marcador puede tener
actividad catalitica, que se usa para la deteccion. Los ejemplos de esos marcadores son dcidos nucleicos o proteinas
que tienen actividad catalitica. Una manera util para detectar un marcador se basa en sus propiedades de fluorescen-
cia, luminiscencia, 6pticas, eléctricas o magnéticas. Las proteinas marcadoras se usan ampliamente en investigacién
bioldgica, y especialmente en ensayos de bioafinidad. Las siguientes enzimas son ejemplos de proteinas marcadoras
ampliamente usadas: fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1), 8-galactosidasa (EC 3.2.1.23), B-glucuronidasa (EC 3.2.1.31),
glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4), luciferasa (EC 1.13.12.7), y peroxidasa de rdbano picante (EC 1.11.1.7). La caracteris-
tica comiin de todas ellas es que su deteccidn es posible a concentraciones bajas usando un protocolo simple. Ademas
de las enzimas, se han descrito proteinas marcadoras alternativas, tales como las proteinas fluorescentes [Heim R, y
Tsien RY, (1996), Current Biology 6:178-82] o las proteinas coloreadas [Lukyanov KA, Fradkov AF, et al (2000),
Journal of Biological Chemistry 275: 25879-82].

Se han producido numerosos conjugados bien definidos entre una molécula de unién y una proteina marcadora
para el desarrollo de un ensayo. Un conjugado se produce tradicionalmente marcando in vitro la molécula de unién
con una proteina o péptido marcador [Kopetzki, E.; Lehnert, K; Buckel, P. Clin. Checo. (1994), 40: 688-704]. Una
manera alternativa para producir el conjugado es fusionar genes que codifican una molécula de unién con una proteina
informadora, lo que da como resultado la produccion de una proteina de fusién que tiene actividad tanto de unién
como marcadora [Zenno e Inouye, Biochemical and Biophysical Research Communications (1990), 171:169-74].
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Luzzago et al. [The EMBO Journal 8, 569-576 (1989)] describen el aislamiento de mutaciones de punto que
afectan al plegamiento de la cadena H de la ferritina humana en E. coli usando una molécula hibrida recombinante que
comprende el a-péptido de S-galactosidasa. Si las mutaciones no afectan al plegamiento, el dominio del a-péptido se
segrega en el interior de la corteza de apoferritina al ensamblarse, y es incapaz de interactuar con el sustrato y realizar
su funcién enzimatica.

El documento US n° 5.358.722 describe andlogos de ferritina que comprenden una corteza proteinica de apoferri-
tina que rodea a un niicleo sélido con forma de esférula de un material inorgdnico u orgénico que esta desprovisto
esencialmente de ferrihidrita. El material puede ser, por ejemplo, europio.

El documento EP0354847 describe un conjugado para uso en un sistema de marcaje, que comprende avidina
o estreptavidina enlazada a una particula portadora, por ejemplo apoferritina. El conjugado es til para formar un
sistema reactivo fluorescente. El sistema de marcaje fluorescente es particularmente titil en ensayos de unién.

El documento WO 03/094849 describe proteinas de fusién de ferritina, para uso en vacunas y en otras aplicaciones.
Objetivo y sumario de la invencion
Un objetivo de la presente invencién consiste en proporcionar particulas alternativas para ensayos de bioafinidad.

Otro objetivo de la presente invencioén consiste en proporcionar ensayos de bioafinidad que hagan uso de las
particulas alternativas.

Todavia otro objetivo de la presente invencion es proporcionar kit mejorados para ensayos de bioafinidad que hagan
uso de las particulas alternativas.

De este modo, la invencién proporciona el uso de una nanoparticula en un ensayo de bioafinidad de unién a
ligando, en el que dicha nanoparticula comprende una corteza que se autoensambla formada por varias subunidades
proteinicas y/o peptidicas, subunidades proteinicas y/o peptidicas las cuales pueden ser de uno o varios tipos diferentes,
ensambladas de una manera organizada para formar la corteza que tiene una superficie interna que mira hacia el interior
y una superficie externa que mira hacia el exterior de dicha particula, en la que la corteza de la nanoparticula es una
particula de apoferritina recombinante o una particula de proteina Dpr/Dps similar a apoferritina recombinante, en el
que

a) uno o varios de los tipos de subunidades tienen uno o varios primeros restos de unién genéticamente fu-
sionados por tipo de subunidad, mirando el resto de unién hacia el exterior de la particula para la unién de
cualquier proteina de unién a ligando especifica; y

b) 1) la particula contiene dentro de su corteza un marcador y/o

ii) uno o varios de los tipos de subunidades tienen uno o varios segundos restos de unién genéticamente
fusionados por tipo de subunidad, mirando el resto de unién hacia el interior y/o el exterior de la
particula que se une a un marcador; y

c) el marcador o marcadores que permiten la deteccién de una particula.

La presente invencién también proporciona una nanoparticula, ttil para ensayos de bioafinidad de unién a ligando,
que comprende una corteza que se autoensambla formada por varias subunidades proteinicas y/o peptidicas, subuni-
dades proteinicas y/o peptidicas las cuales pueden ser de uno o varios tipos diferentes, ensambladas de una manera
organizada para formar la corteza que tiene una superficie interna que mira hacia el interior y una superficie externa
que mira hacia el exterior de dicha particula, en la que la corteza de la nanoparticula es una particula de apoferritina
recombinante o una particula proteinica Dpr/Dps similar a apoferritina recombinante, en la que

a) uno o varios de los tipos de subunidades tienen uno o varios primeros restos de unién genéticamente fu-
sionados por tipo de subunidad, mirando el resto de unién hacia el exterior de la particula para la unién de
cualquier proteina de unién a ligando especifica; y

b) 1) la particula contiene dentro de su corteza un marcador y/o

ii) uno o varios de los tipos de subunidades tienen uno o varios segundos restos de unién genéticamente
fusionados por tipo de subunidad, mirando el resto de unién hacia el interior y/o el exterior de la
particula para la unién a un marcador seleccionado de entre el grupo constituido por una enzima,
una proteina luminiscente, una proteina fluorescente o coloreada o una molécula orgénica, y un metal
de tierras raras, y

c) el marcador o marcadores permiten la deteccion de la particula.
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La presente invencidn también proporciona un ensayo de bioafinidad que usa la nanoparticula.
La presente invencidn proporciona ademds un kit para un ensayo de bioafinidad, que comprende la nanoparticula.
Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra la estructura de una nanoparticula proteinica.
La Figura 2 muestra la deteccién de la actividad de unién de una particula proteinica.
La Figura 3 muestra la estructura del plasmido pBccpHFI.
La Figura 4 muestra la estructura del plasmido pPrGHFI.
La Figura 5 muestra la estructura del plasmido pTSHscHFI.
La Figura 6 muestra la estructura del plasmido pCBPHFI.
Descripcion detallada de la invencion
Definicion de términos

El término “apoferritina” debe entenderse que consiste en ferritina carente de moléculas en el interior de la cavidad
de una proteina.

La expresion “una particula similar a apoferritina” debe entenderse que consiste en una particula similar a ferritina
deficiente en moléculas en el interior de la cavidad de la proteina, como se define en las reivindicaciones. La “particula
similar a apoferritina” tipicamente es una particula de proteina que se autoensambla, que consiste en un nimero
especifico de subunidades. La particula es tipicamente esférica. Mas abajo se han dado ejemplos de particulas similares
a ferritina.

La expresion “ensayos de bioafinidad” debe entenderse que incluye ensayos de unién a ligando competitivos y no
competitivos, de una sola etapa y de multiples etapas, e inmunoensayos basados en restos de unién a ligandos especi-
ficos individuales o miiltiples, por ejemplo anticuerpos monoclonales, polipéptidos, receptores, anticuerpos recombi-
nantes o fragmentos de anticuerpos, asi como ligantes artificiales como aptdmeros y proteinas modificadas mediante
ingenieria.

Los ensayos de bioafinidad incluyen ensayos heterogéneos y homogéneos. En el ensayo heterogéneo, el analito se
une a una fase sélida, y la particula se usa para la deteccién del analito unido. Una particula se puede unir directamente
al analito o a una molécula, que estd unida al analito. La particula y el analito se pueden afiadir a la reaccion ya sea
secuencial o simultdneamente. En el ensayo homogéneo, el analito se detecta de la disolucion sin la separacion de
la particula no unida. El ensayo homogéneo se puede basar, por ejemplo, en transferencia de energia de resonancia
por fluorescencia (FRET) o transferencia de energia de resonancia por bioluminiscencia (BRET) (Boute, N, Jockers,
R e Issad, T. 2002. Trends in Pharmacological Sciences 23:351-354). También se puede basar en la canalizacién del
sustrato, producto o intermedio de una reaccidn enzimdtica (Gibbons, I, Armenta, R, DiNello, RK y Ullman, EF. 1987.
Methods in Enzymology 136:93-103).

El término “marcador” debe entenderse como una caracteristica detectable midiendo la luminiscencia o absorban-
cia, asi como otras propiedades Opticas, propiedades eléctricas, por ejemplo corriente eléctrica o voltaje, o propiedades
magnéticas, que se originan directamente o que resultan indirectamente de la existencia de la caracteristica. Un ejem-
plo de la medida directa de la caracteristica es la medida de la emisién de fluorescencia de la proteina fluorescente
verde usando una luz de excitacién apropiada. Un ejemplo de medida indirecta de la caracteristica es una medida de
la luminiscencia que se origina de una reaccién quimica catalizada por el marcador enzimadtico luciferasa. Un ejemplo
de la medida de propiedades eléctricas es, por ejemplo, la deteccidon de la reaccion redox midiendo el voltaje eléctrico
o corriente.

El término “luminiscencia” debe entenderse que cubre la luminiscencia, bioluminiscencia, quimioluminiscencia,
electroluminiscencia, fotoluminiscencia, fluorescencia, fluorescencia retrasada o fosforescencia.

La expresion “proteina luminiscente” y “proteina fluorescente”, respectivamente, debe entenderse como una protei-
na o enzima, que produce luminiscencia o es fluorescente, respectivamente, con o sin grupos prostéticos. Un ejemplo
de protefna luminiscente es la enzima luciferasa. Un ejemplo de proteina fluorescente es la proteina fluorescente verde
(GFP).

El término “nanoparticula” debe entenderse como un reactivo en particulas compuesto de multiples “subunidades”,
cada una compuesta de proteinas o polipéptidos y, ademds, opcionalmente de una o multiples caracteristicas de las
siguientes: dcidos nucleicos, grupos prostéticos, compuestos organicos e inorgdnicos. El material en particulas tiene
al menos un tnico “resto de unién” sobre la superficie exterior, y el material en particulas contiene un dnico “marca-
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dor” o multiples “marcadores”. Las dimensiones del material en particulas oscilan entre un nanémetro y diez micré-
metros.

El término “lantdnido” y la expresion “metal de tierras raras” deben entenderse que incluyen elementos y combi-
naciones de diferentes elementos de iones de tierras raras, a partir de los siguientes: neodimio (Nd), samario (Sm),
europio (Eu), gadolinio (Gd), terbio (Tb), disprosio (Dy), erbio (Er), iterbio (Yb) e itrio (Y).

El término “subunidad” debe entenderse como una tnica proteina o polipéptido o complejo de miiltiples proteinas
o polipéptidos, compuestos de componentes idénticos o diferentes.

La expresion “resto de unidén” debe entenderse que cubre anticuerpos monoclonales, polipéptidos, receptores,
anticuerpos recombinantes o fragmentos de anticuerpos, asi como aptdmeros artificiales de tipo ligantes y proteinas
manipuladas mediante ingenierfa genética, o una forma derivatizada de cualquiera de las caracteristicas enumeradas.
Un ejemplo de polipéptido es el péptido de unién a calmodulina (CBP). Un ejemplo de una caracteristica derivatizada
es una secuencia peptidica de una proteina transportadora de carboxibiotina (BCCP), que se puede biotinilar in vivo
con la enzima biotina ligasa BirA.

El término “enzima” se debe entender como una proteina o polipéptido o dcido nucleico con actividad catalitica.
Los ejemplos de enzimas son la luciferasa y la galactosa oxidasa (GAO).

La expresion “galactosa oxidasa (GAO)” debe entenderse como una enzima con el nimero de comision de enzima
EC 1.1.3.9.

La expresion “proteina coloreada” debe entenderse como una proteina o polipéptido, que tiene una absorcién
significativa a longitudes de onda visibles, 300-700 nm, con o sin grupos prostéticos.

La expresion “molécula organica” debe entenderse como cualquier compuesto quimico que contiene al menos car-
bono, con un peso molecular por debajo de 7.000 Daltons. Los ejemplos de moléculas orgdnicas son grupos prostéticos
en la proteina aloficocianina fluorescente.

La expresion “molécula inorgénica” debe entenderse como cualquier dtomo inorganico, compuesto quimico forma-
do por dtomos inorganicos, o una combinacién de 4tomos de manera organizada. Un ejemplo de molécula inorganica
es la particula semiconductora de CdSe fluorescente.

La expresion “corteza que se autoensambla” debe entenderse como una estructura en particulas capaz de ensam-
blarse ella misma a partir de un conjunto de proteinas de corteza vitales.

La expresion “proteina de corteza vital” debe entenderse como una proteina que es necesaria para el autoensam-
blado de una entidad en forma de particulas, por ejemplo una nanoparticula.

El término “GFP” debe entenderse como proteina fluorescente verde procedente de Aequorea victoria, sus deriva-
dos mutantes o una proteina homéloga procedente de otra especie.

El término “CRP” debe entenderse como proteina reactiva C.

El término “TSH” debe entenderse como hormona estimulante de tiroides.

El término “BCCP” debe entenderse como proteina transportadora de carboxibiotina.

La expresion “proteina G” debe entenderse como proteina G procedente de bacterias de los géneros Streptococcus.

La expresion “proteina A” debe entenderse como proteina A procedente de bacterias de los géneros Staphylococ-
cus.

La expresion “proteina L debe entenderse como proteina L procedente de bacterias de los géneros Peptostrepto-
coccus.

Descripcion general de realizaciones preferidas

Las nanoparticulas segtin la invencién pueden tener propiedades ttiles. Estas pueden ser, pero sin limitarse a, bajo
coste, produccién simple, alta estabilidad y una estructura muy definida. La produccién puede ser muy simple, ya
que todo lo que se necesita es tipicamente una simple fermentacién microbiana con un pequefio procesamiento aguas
abajo.

La nanoparticula segun la invencién puede tener un marcador que es una enzima, una proteina luminiscente, una
proteina fluorescente coloreada, o una molécula organica, o un metal de tierras raras. Si el marcador es una proteina,
puede ser una enzima, tal como luciferasa o GAO, o una proteina fluorescente corno GFP. Si el marcador es un ion de
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metal de tierras raras, puede ser un ion de Tb, Eu, Sm o Dy. El marcador también puede ser una particula inorganica,
por ejemplo una particula de CdSe.

La nanoparticula de la invencion puede tener, ademds de los primeros y segundos restos de unidn, terceros restos
de unién. Uno o varios de los tipos de subunidades pueden tener, por ejemplo, uno o varios terceros restos de unién
por tipo de subunidad, mirando el resto de unidn el exterior de la particula para la unién a un soporte sélido. La
nanoparticula puede tener también restos de unién adicionales con funciones adicionales.

La corteza de la nanoparticula es una particula de apoferritina recombinante o de tipo ferritina.

El primer, segundo, tercer o adicionales restos de unién pueden ser proteina A, proteina G, proteina L o proteina
de unién a calmodulina (CBP). El primer, segundo, tercero o adicional resto de unién puede ser un anticuerpo frente
a, por ejemplo, CRP, antigenos del grupo sanguineo ABO o TSH. El primer, segundo, tercer o adicionales restos de
unién pueden ser proteina A, proteina G, proteina L o CBP.

El radio minimo de la nanoparticula es tipicamente de 10 a 40 nm. El nimero de subunidades de la corteza de la
nanoparticula es tipicamente superior a 8, preferentemente superior a 20.

La apoferritina tiene un tamafio que da como resultado una mayor estabilidad coloidal. Consiste solamente en
subunidades proteinicas sin dcidos nucleicos, lo que hace que sea una particula biosegura como tal, y también se
autoensambla en disolucion.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la estructura de una nanoparticula proteinica segtin la invencién. La figura muestra una corteza
proteinica 1, una primera molécula de unién 2 que mira hacia el exterior de la nanoparticula, un marcador 3 dentro de la
corteza de la nanoparticula, y una segunda o tercera molécula de unién 4 que mira hacia el exterior de la nanoparticula.

La Figura 2 muestra la descripcién de la actividad de unién de una particula proteinica. El analito especifico de
la molécula de unién a ensayar se marca con una molécula adecuada para la deteccion. El analito marcado se hace
reaccionar entonces con particulas, y los complejos de particula/analito se separan del analito no unido mediante
filtracién en gel, y se mide la sefal del marcador.

La Figura 3 muestra la estructura del plasmido pBccpHFI. Las abreviaturas representan: Bcep-ferritina = gen que
codifica BCCP-proteina de fusién de cadena ligera de ferritina humana.

La Figura 4 muestra la estructura del plasmido pPrGHFI. Las abreviaturas representan: pBR322 ori = origen de la
replicacién, Kan gen de resistencia a canamicina, Lacl = gen que codifica el represor de Lac, Proteina G-ferritina =
gen que codifica la proteina G-proteina de fusién de cadena ligera de ferritina humana.

La Figura 5 muestra la estructura del plasmido pTSHscHFI. Las abreviaturas representan: anti-TSHsc-ferritina =
gen que codifica anticuerpo antiTSHscFV-proteina de fusién de cadena ligera de ferritina humana.

La Figura 6 muestra la estructura del plasmido pCBPHFI. Las abreviaturas representan: CBP-ferritina = gen que
codifica CBP-proteina de fusioén de cadena ligera de ferritina humana.

Meétodos
Manipulaciones de ADN

Todas las manipulaciones del ADN se realizaron segtin protocolos conocidos [Sambrook J, Fritsch EF, y Maniatis
T, (1989), Molecular Cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour).

Cepas bacterianas

Se usaron en los ejemplos las siguientes cepas bacterianas: XL-1 Blue, BL21, BL21 (DE3), BL21 (DE3:pLysS),
Origami B, Origami B(DE3) y Origami B(DE3:pLysS) (Stratagene, La Jolla, CA, USA).

Medicion de la fluorescencia

La fluorescencia de europio y terbio, resuelta en el tiempo, se midi6 con reactivos Delfia de Perkin Elmer Life
Sciences (Boston, MA, USA). La fluorescencia de Alexa Fluor 594 (Molecular Probes Europe, Leiden, Paises bajos)
se midi6 como lo sugiere el fabricante. Todas las medidas se realizaron con un contador de mdltiples marcadores
Wallac Victor (Perkin Elmer Life Sciences, Boston, MA, USA).
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Deteccion de proteinas informadoras

La actividad de la luciferasa de luciérnaga se midié midiendo la luminiscencia producida con el kit de ensayo de
luciferasa de BioThema Itd (Haninge, Suecia).

La actividad de la galactosa oxidasa se determiné midiendo la luminiscencia de la oxidacion del luminol mediante
H,0, generado en la reaccién de la enzima con 50 mM de galactosa en 100 mM de tampdn de fosfato que contiene
1 mM de luminol y 0,4 mM de CuSO, a pH 8,6. Todas las medidas se realizaron en un contador de multiples marca-
dores Wallac Victor (Perkin Elmer Life Sciences, Boston, MA, USA).

Ejemplo 1
Produccion de particulas a base de ferritina

Se hicieron crecer en 50 ml de medio SB en agitacion, a 37°C, hasta que se alcanz6 una ODyy, de 0,4, células de
Escherichia coli que expresan plasmidos que codifican una molécula de unién fusionada al término N de subunidades
de ferritina (Ejemplo 8, Ejemplo 9, Ejemplo 10 y Ejemplo 11). La produccién de proteinas se indujo afadiendo IPTG
a la concentracién de 0,5 mM, y el cultivo se continué a 26°C toda la noche. Después de eso, las células se recogieron
mediante centrifugacién a 1500 g durante 10 minutos, y se suspendieron hasta 5 ml de disolucién salina tamponada
con fosfato (PBS). Las células se lisaron entonces mediante tratamiento con ultrasonidos, y el desecho celular se
elimin6 mediante centrifugacién a 5000 g durante 10 minutos. El sobrenadante se filtré entonces con filtros con un
valor de corte de 100 kDa (Pall Life Science, Ann Arbor, MI, USA), y el retenido se suspendié en PBS.

Ejemplo 2
Purificacion de las particulas con filtracion en gel

Las nanoparticulas proteinicas se purificaron mediante filtracién en gel con una columna de 10 ml de Sepharose
6B (Amersham Biosciences Corp. Piscataway, NJ, USA). La columna se equilibré primeramente usando tampé6n que
contiene 5 mM de Tris-HCI, 0,01% de Tween-20 y 0,05% de NaNj3, a pH 7,5, con 10 volimenes de la columna. Se
aplic6 a la columna una muestra de 500 ul, y se recogieron fracciones de 1 ml.

Ejemplo 3
Deteccion de la actividad de union sobre la superficie de la particula proteinica usando filtracion en gel

En la Figura 2 se muestra el fundamento del andlisis de la actividad de las moléculas de unién sobre las superficies
de las particulas. El analito especifico para la molécula de unién a ensayar se marc6 con una molécula adecuada para la
deteccion. Los analitos se marcaron segin lo siguiente: TSH (hormona estimulante del tiroides) (Scripps Laboratories,
San Diego, CA, USA), estreptavidina (Perkin Elmer Life Sciences, Boston, MA, USA) y antlcuerpos con europio
y calmodulina con Alexa Fluor 594. En el andlisis de la actividad de la Proteina G, se us6 una mezcla de cuatro
anticuerpos monoclonales marcados con Eu. El marcaje de las moléculas con Europio se realiz6 con un kit de reactivos
obtenido de Perkin Elmer Life Sciences (Boston, MA, USA). La calmodulina marcada se obtuvo de Molecular Probes
Leiden, Paises Bajos). El analito marcado se hizo reaccionar con particulas, y los complejos de particula/analito se
separaron del analito sin unir mediante filtracién en gel, como se describe en el Ejemplo 2. Las particulas a base de
ferritina se produjeron como se describe en el Ejemplo 1. Como control negativo, se usaron particulas producidas sin
molécula de uniodn.

Ejemplo 4
Deteccion de la actividad de union sobre la superficie de la particula proteinica usando placas de miiltiples pocillos

La biotinilacién in vitro de TSH y anticuerpos se realizé mediante el kit de reactivos obtenido de Perkin Elmer
Life Sciences, Boston, MA, USA). En el andlisis de la actividad de la Proteina G se usé una mezcla de cuatro anti-
cuerpos monoclonales marcados con Eu. Las moléculas biotiniladas se adhirieron a placas de 96 pocillos revestidas
con estreptavidina (Innotrac Diagnostics, Turku, Finlandia), como se describe en el kit, y los pocillos se lavaron cuatro
veces. Después de eso, se afiadieron las particulas a ensayar, y los pocillos se lavaron nuevamente durante cuatro veces.
Después, se afiadi6 el analito marcado como se describe en el Ejemplo 3. los pocillos se lavaron cuatro veces, y se
midio la sefial del marcador.

Ejemplo 5

Deteccion de la actividad de union sobre la superficie de la particula proteinica usando filtros de corte de peso
molecular

Las moléculas del analito se marcaron como se describe en el Ejemplo 3. Las particulas junto con el analito unido
se separaron de las moléculas mds pequefias con filtros de valor de corte de 100 kDa (Pall Life Science, Ann Arbor,
MI, USA). La sefial de la molécula marcada se midié a partir del retenido.
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Ejemplo 6
Carga de las particulas a base de ferritina con terbio

El tamp6n de reaccién usado en la carga de iones de terbio en ferritina consistié en 50 mM de HEPES, 50 mM de
NaCl y 10 mM de TbCl;, a pH 7,0. La ferritina se afiadié al tamp6n en una concentracién de 0,1 uM, y la reaccién
se incubd a 37°C durante 20 h. El terbio sin reaccionar se eliminé mediante filtracién en gel con una columna NAP-5
(Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA).

Ejemplo 7
Carga de ferritina con europio

La fraccidn peletizada de un cultivo bacteriano de 100 ml producido segun el Ejemplo 1 usando BL21 de E. coli
(DE3:pLysS:pBccpHFI) se disolvié hasta 1,5 ml de 8 M de urea, y se centrifugé a 5000 g. Se anadieron 10 ml de
una disolucién que contiene 100 mM de Tris, 150 mM de NaCl a pH 8,5, y la mezcla se incubé a +4°C toda la
noche. Después se afiadié HCI hasta que el pH de la disolucién alcanzé 6,0, y la disolucién se incubd a 4°C toda la
noche. Se afiadieron 0,056 ml de EuCl; 0,01 M, y la disolucién se incubd a 25°C durante 2 h, después de lo cual se
afiadié gradualmente tampén (133 mM de Tris, 150 mM de NaCl, pH 9,0) hasta que el pH alcanzé 8,5. El europio
que precipité se separd entonces de la ferritina soluble cargada con europio, recogiendo el sobrenadante después de 10
minutos de centrifugacién a 5000 g. Las particulas cargadas con europio se ensayaron para determinar la capacidad de
unién segin el Ejemplo 4, y se detect6 el europio dentro de la ferritina. Como control, se usé la reaccién que contiene
exceso de biotina soluble (0,001 mM de biotina). La sefial sin biotina fue de 163 veces la del control, mostrando la
unién de las particulas marcadas con Eu a la fase sélida revestida con estreptavidina.

Ejemplo 8
Produccion de Proteina G sobre la superficie de ferritina

El gen que codifica la proteina G estreptocdcica se insert6 en un pldsmido que produce la cadena ligera de ferritina
humana ligando el fragmento digerido con Nhel, obtenido mediante PCR con los oligonucleétidos 5’-AAGGATCC
CATATGAACCTCTGTAACCATTTCAG (SEC ID n°: 1) y 5’-AACCATGGCATATGGTGACAACTTACAAACT
(SEC ID n°: 2) con ADN genémico de Streptococcus G148 como molde, con el plasmido pET-26(+)rHuLFt dige-
rido con Nhel (Grace JE Jr., Van Eden ME, Aust SD. 2000. Archives in Biochemistry and Biophysics 384:116-22).
El constructo resultante se transformé en células BL21 de E. coli (DE3:pLysS). La estructura del pldsmido resultante,
pPrGHFI, se verificé mediante secuenciacion parcial. En la Figura 4 se muestra la estructura de pPrGHFI. Las par-
ticulas a base de ferritina, que expresan la Proteina G sobre su superficie, se produjeron con células BL21 de E. coli
(DE3:pLysS:pPrGHFI) usando el protocolo descrito en el Ejemplo 1. El retenido se suspendié en 1 ml y se diluyé diez
veces antes del andlisis de la funcionalidad segin el Ejemplo 5 usando como marcador anticuerpos marcados con Eu.
Las particulas con Proteina G dieron una sefial de 5,5 veces en comparacién con las particulas producidas con pET-
26(+)rHulFt.

Ejemplo 9
Produccion del fragmento scfv sobre la superficie de ferritina

El gen que codifica el fragmento anti-TSHscFv se insert6 en un pldsmido que produce la cadena ligera de ferritina
humana, ligando el fragmento digerido con Nhel, obtenido mediante PCR con los oligonucleétidos 5’-GTTATAT
CAACTGTAAAAGT (SEC ID n°: 3) y 5’-AAC-CATGGCATATGGAAATTGTGCTCACCCA (SEC ID n°: 4) con
pTSHscHoc como molde, con el plasmido pET-26(+)rHuLFt digerido con Nhel (Grace JE Jr., Van Eden ME, Aust SD.
2000. Archives in Biochemistry Biophysics 384:116-22). El constructo resultante se transformé en células Origami B
de E. coli (DE3:pLysS). La estructura del pldsmido resultante, pTSHscHFI, se verific6 mediante secuenciacién parcial.
En la Figura 5 se muestra la estructura de pTSHscHFI. Las particulas a base de ferritina, que expresan el anticuerpo
anti-TSHscFv sobre su superficie, se produjeron con células Origami B de E. coli (DE3:pLysS:pTSHHFI) usando el
protocolo descrito en el Ejemplo 1. El retenido se suspendi6é en 1 ml y se diluyé cinco veces antes del andlisis de
la funcionalidad segiin el Ejemplo 5 usando como marcador TSH marcada con Eu. Las particulas con anti-TSHscFv
dieron una sefial de 33 veces en comparacion con las particulas producidas con pET-26(+)rHuLFt.

Ejemplo 10
Produccion de péptido que se une a calmodulina, sobre la superficie de ferritina

El gen que codifica cbp se construyé en dos reacciones de PCR. La primera PCR se realizé con los oligonu-
cledtidos 5’-GAATTCGGATCCTTAGTCGTGCTTG (SEC ID n°: 5) y 5’-CTGCTGCGAACCGTTTCAAGAAAA
TCAGCTCTTCCGGTGCTGGCGGTATGAGCTCCCAGATTCGTCAGAATT (SEC ID n°: 6), con pET-26(+)
rHuLFt como molde. El producto de la primera PCR se usé como molde de la segunda PCR con los oligonu-
cledtidos 5’-GAATTCGGATCCTTAGTCGTGCTTG (SEC ID n°’: 7) y 5’-TAGATATACATATGAAACGCCGTTG
GAAGAAAGCGTTCATCGCTGTTTCTGCTGCGAACCGTTTCAAGAAAAT (SEC ID n°: 8). El segundo produc-
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to, digerido con Ndel-BamHI, se 1lig6 con el fragmento de 5,3 kb de pET-26(+)rHuLFt digerido con Ndel-BamHI.
El constructo resultante se transformé en células BL21 de E. coli (DE3:pLysS). La estructura del pldsmido resul-
tante, pCBPHFI, se verific6 mediante secuenciacidn parcial. En la Figura 6 se muestra la estructura de pCBPHFI.
Las particulas a base de ferritina, que expresan cbp sobre su superficie, se produjeron con células BL21 de E. coli
(DE3:pLysS:pCBPHFI) usando el protocolo descrito en el Ejemplo 1. El retenido se suspendié en 1 ml y se diluy6
cinco veces antes del andlisis de la funcionalidad segin el Ejemplo 3, con calmodulina marcada con Alexa Fluor
594. Las particulas con cbp dieron una sefial de 4,1 veces en comparacién con las particulas producidas con pET-
26(+)rHuLFt.

Ejemplo 11
Produccion de péptido biotinilado, sobre la superficie de ferritina

El gen que codifica el péptido transportador de carboxibiotina (BCCP) se inserté en el plasmido que produce la
cadena ligera de ferritina humana ligando el fragmento digerido con Nhel, obtenido mediante PCR con los oligo-
nucleétidos 5’-AACCATGGCATATGGAAGCGCCAGCAGCAGC (SEC ID n°: 9) y 5’-AGCCGCTGGTCGTCATC
GAGGGTGGCCATATGCGTT-GCAA (SEC ID n°: 10) con ADN genémico XL-1 Blue de E. coli como molde, con
el plasmido pET-26(+)rHuLFt digerido con Nhel (Grace JE Jr., Van Eden ME, Aust SD. 2000. Archives in Biochemis-
try and Biophysics 384:116-22). El constructo resultante se transformé en células BL21 de E. coli (DE3:pLysS). La
estructura del plasmido resultante, pBccpHFI, se verificé mediante secuenciacion parcial. La estructura de pBccpHFI
se muestra en la Figura 3. Las particulas a base de ferritina que expresan BCCP sobre su superficie se produjeron con
células BL21 de E. coli (DE3:pLysS:pBccpHFI) usando el protocolo descrito en el Ejemplo 1. El retenido se suspendié
en 1 mly se diluyé mil veces antes del andlisis de la funcionalidad segin el Ejemplo 4, usando como marcador estrep-
tavidina marcada con Eu. Las particulas producidas con pBccpHFI dieron una sefial de 326 veces en comparacién con
las particulas producidas con pET-26(+)rHuLFt.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una nanoparticula en un ensayo de bioafinidad de unién a ligando, en el que dicha nanoparticula compren-
de una corteza que se autoensambla formada de varias subunidades proteinicas y/o peptidicas, subunidades proteinicas
y/o peptidicas las cuales pueden ser de uno o varios tipos diferentes, ensambladas de manera organizada para formar la
corteza que tiene una superficie interna que mira hacia el interior y una superficie externa que mira hacia el exterior de
dicha particula, en el que la corteza de la nanoparticula es una particula de apoferritina recombinante o una particula
proteinica de Dpr/Dps de tipo apoferritina recombinante, en el que

a) uno o varios de los tipos de subunidades tienen uno o varios primeros restos de unién genéticamente fu-
sionados por tipo de subunidad, mirando el resto de unién hacia el exterior de la particula para la unién de
cualquier proteina de unién a ligando especifica; y

b) 1) la particula contiene dentro de su corteza un marcador y/o

ii) uno o varios de los tipos de subunidades tienen uno o varios segundos restos de unién genéticamente
fusionados por tipo de subunidad, mirando el resto de unién el interior y/o el exterior de la particula
que se une a un marcador; y

c) el marcador o marcadores permiten la deteccion de la particula.

2. Uso segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la corteza de la nanoparticula es una proteina Dpr/Dps se-
leccionada de entre el grupo constituido por proteinas de Dpr/Dps producidas por Streptococci, Listeria, Helicobacter
y Escherichia.

3. Uso segtin la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque el marcador se selecciona de entre el grupo constituido
por una enzima, una proteina luminiscente, una proteina fluorescente coloreada o una molécula orgénica, y un metal
de tierras raras.

4. Uso segtn la reivindicacion 3, caracterizado porque el marcador es una proteina, preferentemente una enzima
seleccionada de entre el grupo constituido por luciferasa, GAO y GFP.

5. Uso segtin la reivindicacién 3, caracterizado porque el marcador es un lantanido, preferentemente seleccionado
de entre el grupo constituido por Tb, Eu, Sm y Dy.

6. Uso segtn cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque uno o varios de los tipos de
subunidades tienen uno o varios terceros restos de unién genéticamente fusionados por tipo de subunidad, mirando el
resto de unién el exterior de la particula para la unién a un soporte sélido.

7. Uso segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se selecciona un primer resto de
unién a partir del grupo constituido por proteina A, proteina G, proteina L, péptido de unién a calmodulina (CBP) y
proteina transportadora de carboxibiotina (BCCP).

8. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque un primer resto de unién es un
anticuerpo frente a uno de los miembros del grupo constituido por CRP, antigenos del grupo sanguineo ABO o TSH.

9. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque un segundo resto de unién es un
resto de unién seleccionado de entre el grupo constituido por proteina A, proteina G, proteina L, péptido de unién a
calmodulina (CBP) y proteina transportadora de carboxibiotina (BCCP).

10. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque un segundo resto de union es
un anticuerpo frente a uno del grupo constituido por CRP, antigenos del grupo sanguineo ABO y TSH.

11. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el radio minimo de la nanopar-
ticula es de 10 a 40 nm.

12. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el nimero de subunidades es
superior a 8, preferentemente superior a 20.

13. Nanoparticula, ttil para ensayo de bioafinidad de unién, que comprende una corteza que se autoensambla
formada por varias subunidades proteinicas y/o peptidicas, subunidades proteinicas y/o peptidicas las cuales pueden
ser de uno o varios tipos diferentes, ensambladas de manera organizada para formar la corteza que tiene una superficie
interna que mira hacia el interior y una superficie externa que mira hacia el exterior de dicha particula, en el que la
corteza de la nanoparticula es una particula de apoferritina recombinante o una particula proteinica de Dpr/Dps de tipo
apoferritina recombinante, en la que
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a) uno o varios de los tipos de subunidades tienen uno o varios primeros restos de unién genéticamente fusio-
nados por tipo de subunidad, mirando el resto de unién el exterior de la particula para la unién de cualquier
proteina de unién a ligando especifica; y

b) 1) la particula contiene, dentro de su corteza, un marcador seleccionado de entre el grupo constituido
por una enzima, una proteina luminiscente, una proteina fluorescente o coloreada, o una molécula
orgdnica, y un metal de tierras raras, y/o

ii) uno o varios de los tipos de subunidades tienen uno o varios segundos restos de unién genéticamente
fusionados por tipo de subunidad, mirando el resto de unién el interior y/o el exterior de la particula
que se une a un marcador seleccionado de entre el grupo constituido por una enzima, una proteina
luminiscente, una proteina fluorescente o coloreada, o una molécula organica, y un metal de tierras
raras; y

c) el marcador o marcadores permiten la deteccion de la particula.

14. Nanoparticula segin la reivindicacién 13, caracterizada porque los primeros restos de unién se seleccionan
de entre el grupo constituido por en anticuerpos monoclonales, polipéptidos, receptores, anticuerpos recombinantes o
fragmentos de anticuerpos, aptdmeros, proteinas manipuladas mediante ingenieria genética, y sus derivados.

15. Nanoparticula segtn la reivindicacién 14, caracterizada porque el marcador es una proteina, preferentemente
una enzima seleccionada de entre el grupo constituido por luciferasa, GAO y GFP.

16. Nanoparticula segtin la reivindicacién 13, caracterizada porque el marcador es un lantdnido, seleccionado
preferentemente de entre el grupo constituido por Tb, Eu, Sm y Dy.

17. Nanoparticula segtin la reivindicacién 13, caracterizada porque una o varios de los tipos de subunidades tienen
uno o varios de terceros restos de unién genéticamente fusionados por tipo de subunidad, mirando el resto de unién el
exterior de la particula para la unién a un soporte sélido.

18. Nanoparticula segtin la reivindicacién 14, caracterizada porque se selecciona un primer resto de unién del gru-
po constituido por proteina A, proteina G, proteina L, péptido de unién a calmodulina (CBP) y proteina transportadora
de carboxibiotina (BCCP).

19. Nanoparticula segun la reivindicacién 14, caracterizada porque un primer resto de unién es un anticuerpo
frente a uno de los miembros del grupo constituido por CRP, antigenos del grupo sanguineo ABO y TSH.

20. Nanoparticula segin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 19, caracterizada porque un segundo resto de
unién es un resto de unidn seleccionado de entre el grupo constituido por proteina A, proteina G, proteina L, proteina
de unién a calmodulina (CBP) y proteina transportadora de carboxibiotina (BCCP).

21. Nanoparticula segin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 20, caracterizada porque un segundo resto de
unién es un anticuerpo frente a uno del grupo constituido por CRP, antigenos del grupo sanguineo ABO y TSH.

22. Nanoparticula segtin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 21, caracterizada porque el radio minimo de la
nanoparticula es de 10 a 40 nm.

23. Nanoparticula segin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 22, caracterizada porque el nimero de subunida-
des es superior a 8, preferentemente superior a 20.

24. Kit para un inmunoensayo de unién a ligando, que comprende la nanoparticula segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 13 a 23.
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<400> 8

tagatataca tatgaaacgc cgttggaaga aagcgttcat cgcetgtttct gctgcgaacc

gtttcaagaa aat

<210>9

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>9
aaccatggca tatggaagcg ccagcageag ¢

<210> 10

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10

agccgctggt cgtcatcgag ggtggccata tgegttgcaa

31

40
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