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DESCRIPCION
Ensayo de aglutinacion homogéneo de doble receptor para farmacos inmunosupresores
Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al campo de la monitorizacion terapéutica de farmacos, y en particular, a los méto-
dos de inmunoensayo para la determinacion de la presencia o la cantidad de sustancias farmacoldgicas inmunosu-
presoras en una muestra. Mas particularmente, la presente invencién esta relacionada con ensayos de doble recep-
tor homogéneos no competitivos para la medicion de farmacos inmunosupresores.

Antecedentes

Varios farmacos inmunosupresores importantes actdan sobre las inmunofilinas, la ciclosporina, el tacrolimus, la ra-
pamicina, y el everolimus. Las inmunofilinas son proteinas chaperonas con actividad isomerasa de peptidil-prolil que
pertenecen a una de las dos grandes familias, las ciclofilinas de union a ciclosporina (CyPs) y las proteinas de unién
a FK506 (FKBPs).

La ciclosporina (también conocida como ciclosporina A) es un metabolito natural de un hongo del suelo, un péptido
compuesto por 11 aminoécidos Y, junto al tacrolimus, es un inhibidor de la calcineurina. Se cree que la ciclosporina
se une a la proteina citosdlica ciclofilina (una inmunofilina) de los linfocitos inmunocompetentes, especialmente linfo-
citos T. Este complejo de ciclosporina y ciclofilina inhibe a la calcineurina, que bajo circunstancias normales induce
la transcripcion de interleucina-2. El farmaco también inhibe la produccién de linfocina y la libracién de interleucina,
dando lugar a una funcion reducida de las células T efectoras.

El tacrolimus (FK506) también es un producto flingico (Streptomyces tsukubaensis). Es una lactona macrolitica y
actua inhibiendo la calcineurina. El farmaco se utiliza particularmente en los transplantes de higado, rifién, corazén y
pulmén. Se une a una inmunofilina, seguido de la unidn del complejo a la calcineurina y la inhibiciéon de su actividad
fosfatasa. De este modo, previene el paso de fase GO a fase G1. El tacrolimus es més potente que la ciclosporina 'y
tiene efectos secundarios menos prominentes.

La rapamicina (sirolimus) es un farmaco inmunosupresor extremadamente potente. Forma un complejo estable con
FKBP12 (una proteina de uniéon a FK506 de 12-kDa), y a su vez el complejo rapamicina-FKBP12 se une a la diana
en mamiferos de la rapamicina (mTOR) o a la diana en levaduras de la rapamicina (yTOR). Existen dos formas de
yTOR, yTOR1 e yTOR2. Como miembro de la novedosa familia de quinasas relacionadas con la fosfatidilinositol
quinasa, la actividad quinasa de las mMTORs es esencial para su funcidon de sefalizacion. El dominio de unién de
rapamicina FKBP12 (FRBD) en mTOR ha sido identificado como un segmento de 11 kDa localizado en posicion N-
terminal en relacién al dominio quinasa. Aunque la ciclosporina y el tacrolimus (FK506) tienen estructuras molecula-
res diferentes, sus propiedades inmunosupresoras y mecanismos moleculares son similares. Ambos farmacos se
unen intracelularmente con abundantes proteinas citosolicas conocidas como inmunofilinas. En el caso del tacroli-
mus, parece ser que la mayor proteina de union es FKBP12, mientras que la ciclosporina se une a la familia de in-
munofilinas llamadas ciclofilinas. Estos complejos farmaco-inmunofilina pueden después formar un complejo pen-
tamérico con calcineurina, calmodulina, y calcio causando una inhibicién no competitiva de la actividad fosfatasa de
la calcineurina.

El everolimus es un macrolido inmunosupresor que posee una cadena estable de 2-hidroxietilo en posicion C-40 de
la estructura del sirolimus. El everolimus, que tiene una mayor polaridad que el sirolimus, fue desarrollado en un
intento de mejorar las caracteristicas farmacocinéticas del sirolimus.

La calcineurina (CaN), una proteina fosfatasa heterodimérica, estd compuesta por una subunidad catalitica A de 61
kDa (CaNA) y una subunidad reguladora B de 19 kDa (CaNB). Se conoce que el efecto inhibitorio del tacrolimus
(FK506) en la actividad enzimatica de CaN estd mediado en gran parte por FKBP12. El hecho que el complejo
FK506/FKBP12 se une a CaN con alta afinidad en presencia de calcio hace que sea posible el desarrollo de un en-
sayo en sandwich de doble receptor para medir cuantitativamente el tacrolimus en las muestras de sangre.

Desde que los analisis de estructura cristalina revelaron que tanto CaN A como B aportan interfases de interaccion
para la unién al complejo FK506-FKBP12, la fusion deseada debe incluir estas dos subunidades. Recientemente se
ha descrito la expresion y la purificacion de un polipéptido de cadena simple de 97 kDa de una fusion de calcineurina
A/B-calmodulina (scCN) (Y. Qin et al, Biochimica et Biophysica Acta, 1747, 171-178, 2005). Aunque era implicito que
la cadena simple de CaN-CaM puede presentar actividad fosfatasa, la capacidad para unirse al complejo FK506-
FKBP12 aun no se ha determinado. Ademas, el nivel de expresion de esta scCN de 97 kDa fue bastante pobre. En
un intento de producir una proteina mas pequefia y de mas facil manipulacion, Schreiber y colaboradores describie-
ron la generacion de fusiones de CaN truncada. En una de dichas fusiones, los aminoacidos 12-394 de la CaNA
fueron fusionados en el extremo N-terminal de la CaNB completa a fin de expresar una CAB funcional (fCAB). De un
modo similar, también se construyd una versién mas corta llamada CAB minima (mCAB) que contenia los aminoaci-
dos 340-394 de la CaNA y la CaNB completa. La actividad de union de estas fCAB y SCAB al complejo FK506-
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FKBP12 se indicé mediante los ensayos de marcador transcripcional en las células T Jurkat transfectadas tempo-
ralmente (P. Clemons et al, Chemistry & Biology, 9, 49-61, 2002). No obstante, desde entonces no se han descrito
mas estudios en relacion a la expresion y la purificacion de fCAB y mCAB para determinar directamente la interac-
cion con FK506-FKBP12 in vitro.

Para el adecuado manejo de los pacientes transplantados en terapia con farmacos inmunosupresores es importante
obtener concentraciones sanguineas de farmaco 6ptimas. Dado que a menudo los farmacos inmunosupresores se
dan en combinacién entre si, la especificidad por el farmaco original es critica.

Se conocen, y estan disponibles comercialmente, varios inmunoensayos competitivos para farmacos inmunosupre-
sores en los que un conjugado de un analogo del farmaco compite con el farmaco libre por un ndmero limitado de
sitios de union a anticuerpos. Aunque estos inmunoensayos muestran buena selectividad por los farmacos origina-
les, generalmente muestran reactividad cruzada significativa a uno o mas metabolitos, dando lugar por consiguiente
a un sesgo positivo indeseable en los inmunoensayos cuando se comparan con los métodos de referencia. Los en-
sayos actuales para farmacos inmunosupresores también incluyen una cromatografia liquida de alta eficacia acopla-
da a una espectrometria de masas (LC/MS/MS). Estas metodologias requieren equipos y habilidades especiales.

Con los inmunoensayos competitivos de, por ejemplo, rapamicina se observa un problema adicional, ya que se re-
quiere la utilizacion de un derivado analogo de la rapamicina, el cual es inherentemente inestable. Otro problema
que aparece con los inmunoensayos competitivos es la dificultad de lograr una sensibilidad suficiente para medir
rangos terapéuticos muy bajos, por ejemplo, de 5-20 ng/ml.

Se ha demostrado un acoplamiento covalente directo de la proteina de union a las particulas en el formato de ensa-
yo del farmaco inmunosupresor de receptor Gnico para la deteccion de rapamicina en las patentes co-pendientes
comunmente denominadas US 60/714,712, archivada el 7 de septiembre de 2005, y US 11/468,940 archivada el 31
de agosto de 2006, el contenido de cuyas aplicaciones esta incorporado aqui como referencia. La utilizacion de na-
noparticulas también se describe en éstas.

Armstrong et al., en Clinical Chemistry 44:12, 2516-2523 (1998) describen un ensayo de formacion de pentameros
para la medicién de tacrolimus y sus metabolitos activos tras su extraccién a partir de sangre total. Ellos describen
un ensayo basado en placas microtituladas utilizando proteinas de unién.

Sagi-Eisenberg, en la patente WO 2005/062708 publicada el 14 de julio de 2005, instruye sobre un ensayo hete-
rogéneo para la deteccion de ofrapamicina utilizando FKBP12 inmovilizada.

Huster, en la patente US 2006/0099654 publicada el 11 de mayo de 2006, describe un método de inmunoensayo
para la determinacion de sirolimus mediante la combinacion de una muestra sospechosa de contener sirolimus con
dos reactivos de cuentas de latex y un receptor de analito biotinilado. Uno de los reactivos de cuentas esté recubier-
to con estreptavidina y contiene un tinte fotosensible. Un segundo reactivo de cuentas esta recubierto con un anti-
cuerpo generado mediante la utilizacion de un fragmento de la molécula de sirolimus y contiene un tinte quimiolumi-
niscente. El receptor del analito puede ser FKBP.

La patente EP 1239285 describe un ensayo homogéneo de receptor Gnico para la deteccion de un analito en una
muestra utilizando un anticuerpo especifico para el analito, analito biotinilado y particulas de latex de estreptavidina.
Cuando el analito compite satisfactoriamente con el complejo analito-biotina, entonces se forman menos complejos,
lo que induce una mayor agregacién de los complejos de particulas. La patente EP 1239285 no describe un ensayo
de aglutinacion homogéneo de doble receptor para farmacos inmunosupresores.

La patente W0O2005/088307 describe un inmunoensayo (inmunoturbidimétrico) de microparticulas homogéneo para
everolimus utilizando anticuerpos especificos para el analito, analito biotinailado y particulas de latex de estreptavi-
dina. Cuando el analito compite satisfactoriamente con el complejo analito-biotina, entonces se forman menos com-
plejos, lo que induce una posterior agregacion de complejos de particulas. No hay participacion de 2 receptores en el
ensayo de aglutinacion.

La patente US 6187547 describe un método de ensayo homogéneo para la medicién de los niveles sanguineos de
farmacos que se unen a la inmunofilina (FK506 o rapamicina, ciclosporinas) que incluye el paso de desplazamiento
del farmaco de su inmunofilina mediante la utilizacién de un competidor de dicha unién. Consecuentemente, el re-
ceptor se une al farmaco. En dicho método no se incluyen particulas que pudieran permitir la aglutinacién.

La patente US 6338946 describe un método para ensayar inmunosupresores que tengan una actividad inhibitoria
sobre la calcineurina que incluye los pasos de formacion de un complejo con FKBP12 unido a una fase sélida, calci-
neurina, calmodulina, iones de calcio e inmunosupresor. Este método no es un ensayo de aglutinacion.

La patente WO 2007/028580 (documento EPC articulo 54(3)) describe un método de ensayo homogéneo para
farmacos inmunosupresores utilizando una inmunofilina en un formato de receptor Unico. De ese modo, una inmuno-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2359 587 T3

filina se sustituye por un anticuerpo, y aparece competicion entre un conjugado del farmaco y el analito del farmaco
por un determinado ndmero de sitios de unién a la inmunofilina.

La patente WO 2006/108130 (documento EPC articulo 54(3)) proporciona un método para determinar los niveles de
complejos inmunosupresores que incluye los farmacos inmunosupresores tacrolimus, sirolimus y ciclosporina A por
separado y en combinacién, formados en la sangre de un paciente tratado con farmacos o en un paciente candidato
a terapia con farmacos inmunosupresores.

Resumen de la invencién

La presente invencion incluye un método para la determinacion de la presencia o la cantidad de un farmaco inmuno-
supresor en una muestra que comprende los pasos de (a) proporcionar una muestra sospechosa de contener
farmaco inmunosupresor, (b) afiadir a la muestra al menos dos receptores que sean especificos para el farmaco, en
gué cada receptor es especifico para un sitio de unién separado en el farmaco y en qué cada uno de los receptores
se une a una particula de deteccién, y en qué ademas el farmaco se une a los receptores y causa la aglutinacion de
las particulas, (c) medir la cantidad de particulas aglutinadas y, (d) correlacionar la cantidad de particulas aglutina-
das con la presencia o la cantidad de farmaco inmunosupresor en la muestra. De acuerdo con una de las realizacio-
nes, sélo uno de los receptores se une a una particula de deteccion, y para aglutinar las particulas se utiliza un anti-
cuerpo que se une especificamente a las proteinas receptor que no se unen a particulas. En otra realizacion, se
sustituye un anticuerpo especifico para el farmaco inmunosupresor diana por uno o ambos receptores, en qué el
anticuerpo se une a una particula de deteccion.

Breve descripcién de las ilustraciones

Figura 1. Curva de calibracion de la rapamicina de acuerdo con la presente invencion, tal y como se describe
en el Ejemplo 8, utilizando yTOR1 FRBD. La concentracion de rapamicina en las muestras de sangre total en
las que se ha afiadido el fArmaco se representa en el eje de X y la absorbancia se representa en el eje de Y.

Figura 2. Curva de calibracion de la rapamicina de acuerdo con la presente invencion, tal y como se describe
en el Ejemplo 8, utilizando yTOR2 FRBD. La concentracion de rapamicina en las muestras de sangre total en
las que se ha afadido el farmaco se representa en el eje de X y la absorbancia se representa en el eje de .

Figura 3. Gréfica que compara la concentracion medida de rapamicina (eje de Y) frente a la rapamicina afiadi-
da (eje de X) de acuerdo con la presente invencion, tal y como se describe en el Ejemplo 8. La concentracion
de rapamicina en las muestras de sangre total en las que se ha afiadido el farmaco se representa en el eje de
X'y la concentracion de rapamicina medida se representa en el eje de V.

Figura 4. Curva de calibracion de la rapamicina de acuerdo con la presente invencion, tal y como se describe
en el Ejemplo 15, utilizando mTOR FRBD. La concentracion de rapamicina en las muestras de sangre total en
las que se ha afiadido el fArmaco se representa en el eje de X y la absorbancia se representa en el eje de Y.

Figura 5. Grafica que muestra las interacciones entre la FKBP12 unida a FK506 con las fusiones de calcineu-
rina A/B truncada.

Descripcion detallada de la invencion

Tal y como se utiliza aqui, el término "particula de deteccidon" hace referencia a cualquier particula que tenga una
forma generalmente esférica, con un didmetro que va de unos 10 nm a unos 1000 nm, que permita que se pueda
distinguir entre un estado agregado y un estado no agregado en un ensayo homogéneo. La particula de deteccion
puede ser una nanoparticula o una microparticula, pero a efectos de conveniencia, todas estas particulas son referi-
das aqui como "microparticulas”. La superficie de la particula de deteccion puede estar funcionalizada, y se pueden
adherir varios compuestos a la superficie, incluyendo por ejemplo, fluoréforos, entidades quimioluminiscentes, anti-
cuerpos, biotina, o estreptavidina.

Un epitopo es un area de la superficie de una molécula antigénica que estimula una respuesta inmune especifica y
en contra de la cual dicha respuesta va dirigida. El marcaje de epitopos es un método de DNA recombinante me-
diante el cual una proteina codificada por un gen clonado se hace inmunorecativa frente a un anticuerpo conocido.
El desarrollo de sistemas de marcadores de fusidn proporciona una gran flexibilidad para la facil purificacién de pro-
teinas recombinantes utilizando matrices de afinidad y anticuerpos especificos. Los marcadores de los epitopos
tienen entre 10 y 15 aminoacidos de longitud y estan disefiados para crear un asa molecular para una proteina. Ge-
neralmente se colocan en el extremo amino-terminal o en el extremo carboxi-terminal para minimizar cualquier dis-
rupcion potencial en la estructura terciaria y, por consiguiente, en la funcion de la proteina. Dado que los marcadores
son pequenios, es improbable que posteriormente interfieran en la estructura y funcion de la proteina recombinante.
De este modo, no suele ser necesaria la eliminacién de los marcadores de epitopo antes de que se lleven a cabo
experimentos subsiguientes. Se han utilizado varios marcadores, por ejemplo His6 (una secuencia de seis histidinas
gue tienen una fuerte afinidad por las matrices que contienen iones metdlicos tales como Ni* o C02+), HA (una se-
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cuencia péptica derivada de la proteina hemaglutinina del virus de la gripe humana), y AviTag, una secuencia que
puede estar enzimaticamente mono-biotinilada en su residuo de lisina interno mediante la biotina proteina ligasa de
E. coli (BirA). La enzima BirA puede afadirse a la mezcla de expresion y la biotinilacion puede llevarse a cabo in
situ.

El término "proteina de union a FK506", o "FKBP", tal y como se utiliza aqui, hace referencia a una proteina receptor
que se une a rapamicina para formar un complejo que se unira especificamente a una proteina que se selecciona de
entre el grupo que consiste en MTOR, yTOR1, yTOR2, y las FRBDs de mTOR, yTOR1, e yTOR?2.

El término "unién especifica" hace referencia a una unién de elevada avidez y/o alta afinidad entre dos especies
emparejadas, incluyendo por ejemplo, especies emparejadas tales como ligando/ porcion diana, enzima/ sustrato,
receptor/ agonista, anticuerpo/ antigeno y lecitina/ carbohidrato. La interaccion de unién puede estar mediada por
interacciones covalentes o no covalentes o una combinacion de interacciones covalentes y no covalentes. En parti-
cular, la unién especifica se caracteriza por la unién de un miembro de un par a una especie particular y la no unién
a las otras especies dentro de la familia de compuestos a los que pertenece el miembro de union correspondiente.
De este modo, por ejemplo, un anticuerpo se une preferiblemente a un Gnico epitopo y no a otros epitopos de la
familia de las proteinas.

El término "receptor" o "porcion de union", tal y como se utiliza aqui, hace referencia a una proteina o glicoproteina
que se une especificamente a un compuesto diana. Un ejemplo de receptor es una inmunofilina que se une a un
farmaco inmunosupresor.

El término "nanocapsula”, tal y como se utiliza aqui, hace referencia a una microparticula compuesta por un nudcleo
dieléctrico (por ejemplo, silice o fosfato célcico) recubierta con una capa metdlica ultra-delgada (por ejemplo, oro).
Los nanocapsulas adecuados para utilizar en la presente invencion tienen un didmetro seleccionado que va de unos
50 nm a unos 250 nm. La superficie de la microparticula puede estar funcionalizada, y se pueden adherir varios
compuestos a su superficie, incluyendo por ejemplo, anticuerpos o estreptavidina.

El término "microparticula”, tal y como se utiliza aqui, hace referencia a una particula sélida de entre unos 10 nmy
unos 1000 nm de diametro. Habitualmente, para la utilizacion en la presente invencion, las microparticulas tendran
un diametro de entre unos 100 nm y unos 600 nm. Las microparticulas pueden estar formadas por una variedad de
materiales e incluyen las microparticulas de poliestireno y de latex, las superficies de las cuales pueden estar fun-
cionalizadas, y se pueden adherir varios compuestos a la superficie, por ejemplo, anticuerpos o estreptavidina.

Tal y como se utiliza aqui, el término "anticuerpo” hace referencia a un polipéptido o a un grupo de polipéptidos que
contiene al menos un dominio de unién, donde se forma un dominio de unién con el anticuerpo mediante el plega-
miento de los dominios variables de una molécula de anticuerpo para formar espacios de unidn tridimensionales con
una forma de superficie interna y una distribucion de cargas complementarias a las caracteristicas de un determinan-
te antigénico de un antigeno, lo que permite la reaccion inmunolégica con el antigeno. A menos que se indique lo
contrario la referencia general a un anticuerpo incluye tanto anticuerpos policlonales como monoclonales. El término
anticuerpo también incluye proteinas recombinantes que contengan dominios de unién, asi como fragmentos de
anticuerpos, incluyendo los fragmentos Fab, Fab’, F(ab),, y F(ab’),.

Tal y como se utiliza aqui, un "enlazante" es un a enlace, una molécula, o un grupo de moléculas que unen dos enti-
dades separadas la una a la otra. Los enlazantes pueden proporcionar un espaciado 0ptimo entre las dos entidades
0 pueden ademas proporcionar un enlazamiento labil que permita que las dos entidades puedan separarse la una de
la otra. Los enlazamientos labiles incluyen grupos fotoescindibles, porciones labiles al acido, porciones labiles a la
base, y grupos escindibles mediante enzimas.

Tal y como se utiliza aqui, el término "ensayo homogéneo" hace referencia a un test cuantitativo o cualitativo para la
determinacion de la presencia o de la concentracion de un compuesto en una muestra, en el que no se necesita
separar los reactivos del test que no hayan reaccionado de los reactivos que hayan reaccionado con el compuesto
diana a fin de detectar o medir la concentracion del compuesto diana.

Tal y como se utiliza aqui, el término "ensayo en sandwich" hace referencia a un ensayo homogéneo para la detec-
cion de un compuesto diana en el que se utilizan dos porciones de union que se unen especificamente al compuesto
diana, aungue en dos sitios diferentes de dicho compuesto diana.

La presente invencion hace referencia a un ensayo homogéneo en sandwich basado en particulas para la deteccion
de un farmaco inmunosupresor en un fluido biolégico. Mas particularmente, la presente invencion hace referencia a
ensayo homogéneo basado en particulas que utiliza porciones de unién que se unen especificamente a farmacos
inmunosupresores. El ensayo incluye al menos dos porciones de uniéon, donde cada una de las porciones de unién
se une a punto diferente del farmaco inmunosupresor diana, y cada una de las porciones de unién se une a una o
mas particulas. Consecuentemente, durante el ensayo se ponen en contacto una muestra sospechosa de contener
el farmaco inmunosupresor de interés con un compuesto que contiene dos porciones de unién, tal que el grado de
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aglutinacién de los reactivos, es decir, el nimero de complejos sandwich formados entre las dos porciones de union
y el farmaco inmunosupresor, indica la cantidad de farmaco inmunosupresor presente en la muestra.

La deteccion del grado de aglutinacion se lleva a cabo mediante un formato de ensayo homogéneo en el que no es
necesario separar los reactivos que no han reaccionado, es decir, las porciones de unién no unidas, de los reactivos
gue han reaccionado (es decir, los complejos sandwich que contienen dos porciones de unién y el farmaco inmuno-
supresor). Los sistemas de ensayo homogéneo son conocidos por los expertos en la técnica y pueden adaptarse
para su utilizacién en la presente invencion.

De acuerdo con una realizacién, las dos porciones de unién estan unidas a particulas de deteccion y el paso de
medicién de la cantidad de aglutinacién que tiene lugar cuando se pone en contacto la muestra con las dos porcio-
nes de union se lleva a cabo mediante la medicion de la turbidez de la muestra en comparacién con una referencia.
Se puede determinar el efecto sobre el grado de aglutinacion mediante la medicion de la absorbancia. De acuerdo
con una realizacion, la particula de deteccidn es una microparticula, y se utiliza un ensayo de aglutinacién de micro-
particulas para determinar la presencia o la cantidad de un farmaco inmunosupresor en una muestra. Se considera
gue dichos ensayos de aglutinacién de microparticulas son ensayos homogéneos porque no se realiza el paso de
lavado antes del paso de medicion de la cantidad de aglutinacion que ha tenido lugar. Convenientemente, los ensa-
yos de aglutinacion de microparticulas se llevan a cabo y se miden utilizando analizadores automatizados tales co-
mo los analizadores de Roche/Hitachi o los analizadores COBAS (Roche Diagnostics, Indianapolis). En los ensayos
de aglutinacion de microparticulas de la presente invencion, una primera porcion de uniéon y una segunda porcion de
unién se unen, directa o indirectamente, a microparticulas. La primera y la segunda porciones de union son especifi-
cas para diferentes sitios de unién en el farmaco a determinar. En una solucién de reaccion, estos reactivos (las
porciones de unién unidas a microparticulas) se dispersan en el medio liquido y forman una suspensién estable. En
presencia del farmaco inmunosupresor, se produce la union entre el farmaco y los receptores (las porciones de
unioén), causando la aglutinacion de las particulas y el correspondiente incremento de la turbidez de la solucion, la
cual se cuantifica mediante la medicion de la absorbancia de la solucidn. Existe una correlacion directa entre la can-
tidad de fAirmaco presente en una muestra y la cantidad de absorbancia medida.

De acuerdo con una realizacién, la particula de deteccidon es un nanocpsula. Los nanocapsulas son un tipo de
particulas de deteccién épticamente sintonizables compuestas por un nudcleo dieléctrico (por ejemplo, silice, alginato
o fosfato calcico) recubierto con una capa metalica ultra-delgada (por ejemplo, oro). Los nanocapsulas de oro tienen
propiedades fisicas similares a las del oro coloidal, en particular una fuerte absorcién éptica debida a la respuesta
electrénica colectiva del metal a la luz. La respuesta optica de los nanocapsulas a la luz depende claramente del
tamafio relativo del nicleo de la nanoparticula y del grosor del caparazon de oro. Mediante la variacion del nucleo
relativo y del grosor del caparazon, el color de los nanocapsulas puede variar a lo largo de un amplio rango dentro
del espectro éptico que abarca las regiones del espectro visibles y las cercanas al espectro IR. Los nanocapsulas de
oro pueden estar hechos tanto para absorber como para dispersar la luz, preferentemente mediante la variacion del
tamafo de la particula en relacion a la longitud de onda de la luz a su resonancia éptica. En una realizacion, el
ndcleo de los nanocapsulas tiene un didmetro que se selecciona de entre rango que va de unos 50 nm a unos 200
nm, y en una realizacion de unos 120 nm, y el grosor del recubrimiento de los nanocapsulas o del caparazon se
selecciona de entre el rango que va de unos 5 nm a unos 30 nm.

Se ha descrito un inmunoensayo de sangre total que utiliza nanocapsulas de oro (Anal. Chem. 75:2377-2381, 2003).
Se prevé que, en el ensayo de nanoparticulas descrito, las proteinas de union tales como las inmunofilinas pueden
sustituirse por anticuerpos. El principio de la agregacion de nanoparticulas es similar al de la técnica de aglutinacion
de microparticulas. La elevada turbidez de la sangre y la gran extincién visible complican la deteccion de los agrega-
dos en el ensayo de aglutinacidon. No obstante, la seleccién de longitudes de onda 6ptimas y los tratamientos previos
de las muestras de sangre pueden vencer estos factores de dificultad. Los nanocépsulas también tienen la ventaja
de ser bastante estables en relacion a la agregacion en sangre total, y que puede detectarse la dimerizacién y la
agregacion de las nanoparticulas mediante un formato de ensayo en sandwich (farmaco inmunosupresor con protei-
nas de unién) por medio de un cambio en el espectro del rojo cercano al infrarrojo, donde la sangre total es mas
transmisiva, permitiendo asi la deteccion de la agregacion de nanocépsulas en sangre total.

De acuerdo con una realizacion, se describe un método de ensayo para la determinacién de la presencia o la canti-
dad de un farmaco inmunosupresor en una muestra que incluye los pasos de proporcionar la muestra; mezclar dicha
muestra con un primer receptor y un segundo receptor para formar una suspensién, en donde dichos primer y se-
gundo receptores estan unidos a particulas de deteccién y cada uno de los dichos primer y segundo receptores se
unen especificamente a un sitio de unién separado en dicho farmaco, donde la presencia del farmaco resulta en la
aglutinacion de las particulas de deteccion; detectar directamente o medir una cantidad de aglutinacion de particulas
en dicha suspension; y correlacionar la cantidad de aglutinacién de particulas con la presencia o la cantidad del
farmaco inmunosupresor en la muestra. Una realizacion adicional hace referencia a que el farmaco inmunosupresor
se selecciona de entre el grupo que consiste en ciclosporina, tacrolimus, rapamicina, y everolimus, y dicho primer
receptor es una inmunofilina o un fragmento de unién de la misma. Una realizacién adicional hace referencia a que
las particulas de deteccion se seleccionan de entre el grupo que consiste en microparticulas y nanocapsulas.
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De acuerdo con una realizacién el farmaco inmunosupresor a detectar y cuantificar se selecciona a partir de el grupo
que consiste en ciclosporina, tacrolimus, rapamicina, y everolimus, y las porciones de unién son proteinas receptor
de unién al farmaco inmunosupresor. En una realizacién, los receptores representan las inmunofilinas nativas del
farmaco inmunosupresor diana, o fragmentos o derivados de unién de dichas inmunofilinas nativas. En una realiza-
cion, el farmaco inmunosupresor diana es rapamicina o everolimus y el primer receptor contiene una proteina de
unién a FK506 (FKBP) y el segundo receptor contiene una proteina diana de la rapamicina (TOR). En una realiza-
cion adicional, la FKBP es FKBP12 o FKBP25 y la TOR se selecciona de entre el grupo que consiste en mTOR,
yTOR1, yTOR2, y las FRBDs de mTOR, yTOR1, e yTOR2.

En una realizacion alternativa el farmaco inmunosupresor a detectar y cuantificar en una muestra es tacrolimus,
donde el primer receptor contiene una proteina de unién a FK506 (FKBP) y el segundo receptor contiene calcineuri-
na, o un fragmento o derivado de unién de la misma. En una realizacién adicional, el segundo receptor ademas con-
tiene calmodulina y un ién de calcio unidos a la calcineurina. En otra realizacion mas en la que el farmaco inmuno-
supresor a detectar y cuantificar es una ciclosporina, donde el primer receptor contiene una ciclofilina seleccionada
de entre el grupo que consiste en ciclofilina A (CypA), ciclofilina B (CypB), ciclofilina C (CypC), cuyas estructuras
estan descritas en Mikol, et al. PNAS 91:5183-5186 (1994), y el segundo receptor contiene una calcineurina. En una
realizacién adicional, el segundo receptor ademas incluye calmodulina y un ién de calcio unido a la calcineurina.

De acuerdo con una realizacion, la proteina receptor que se une al farmaco inmunosupresor se une a una particula
de deteccidn, donde la particula de deteccién es un nanocapsula o una microparticula. La particula de deteccion
puede unirse a la proteina receptor de proteinas mediante la utilizacion de cualquiera de las técnicas estandar cono-
cidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la particula de deteccion puede estar unida a la proteina receptor
mediante un enlace covalente directo utilizando enlazantes estandar, o la proteina puede estar unida a la particula
de deteccion mediante un enlace i6nico, un enlace de hidrégeno, interacciones hidr6fobas/hidréfilas o cualquier
combinacion de éstas. En una de las realizaciones de la invencion, las proteinas receptor estan adheridas a la parti-
cula de deteccién mediante apareamiento directo o a través de un marcador.

Como ejemplo, las particulas de deteccion pueden adherirse a anticuerpos anti-marcadores y las proteinas de unién
pueden adherirse al marcador correspondiente. Alternativamente, una primera proteina receptor puede adherirse a
un marcador (hapteno), incluyendo por ejemplo biotina, y las particulas de deteccién pueden unirse a estreptavidina
0 a un anticuerpo que se une al marcador (hapteno). La segunda proteina de unién del farmaco también se adhiere
al mismo marcador o, en una realizaciéon alternativa, a un marcador diferente. El nimero de biotinas o moléculas
marcadas adheridas a la proteina puede variar, pero lo mas preferible es que se adhiera una biotina (u otro marca-
dor) por cada molécula de proteina de unién a fin de minimizar la aglutinacién espontanea de las microparticulas de
estreptavidina (o ligando para dicho marcador).

De acuerdo con una realizacion, se adhiere estreptavidina, avidina o un anticuerpo anti-biotina (o un anticuerpo anti-
hapteno) a una particula de deteccion. En presencia del farmaco inmunosupresor, se forma un sandwich simulta-
neamente entre el farmaco y las dos proteinas de unidn biotiniladas. En presencia de las particulas de deteccion
marcadas con estreptavidina tiene lugar la aglutinacion, que puede medirse mediante dispersion de luz. Cuanto mas
farmaco haya presente en la muestra, mas aglutinacién se observard. Cuando no hay farmaco presente, no se for-
mara ningun sandwich y las particulas de deteccion no se aglutinaran. De acuerdo con una realizacion, la particula
de deteccion es una microparticula marcada con estreptavidina y las proteinas receptor biotiniladas estan adheridas
previamente a la microparticula de estreptavidina antes de poner en contacto las proteinas receptor con la muestra
que contiene el farmaco inmunosupresor. Este procedimiento proporciona los resultados mas 6ptimos en el ensayo.

De modo similar, cuando se marcan las dos proteinas receptor con un miembro de un par fluoréforo de transferencia
de energia por resonancia de fluorescencia (FRET, del inglés fluorescence resonance energy transfer), se puede
detectar respectivamente la presencia del farmaco inmunosupresor. En presencia del farmaco inmunosupresor se
forma simultaneamente un sandwich entre el farmaco y las dos proteinas de unién biotiniladas. La formacién de este
complejo acerca los dos fluoréforos el uno al otro con tal proximidad que tiene lugar la transferencia de energia fluo-
rescente bajo la excitacion del fluoréforo donador con luz de excitacion. Tal fenémeno puede medirse mediante la
deteccion de la disminucion de las emisiones del fluor6foro donador o el incremento de las emisiones del fluoréforo
aceptor.

De acuerdo con una realizacién, las particulas de deteccién estan unidas a dichos primer y segundo receptores me-
diante un enlace biotina-estreptavidina o biotina-avidina. En una realizaciéon adicional, las particulas de deteccion
estan unidas covalentemente a través de un enlazante, ya sea directa o indirectamente, a dichos primer y segundo
receptores. Ademas, un enlazante contiene un anticuerpo para el primer receptor y un anticuerpo para el segundo
receptor. Los receptores primero y segundo son proteinas recombinantes de fusion que contienen un sitio de ad-
hesion para la molécula de biotina.

De acuerdo con una realizacién, las proteinas receptor pueden expresarse como proteinas de fusion recombinantes
que contienen una secuencia peptidica que, o bien representa un ligando o marcador, o bien proporciona un sitio
optimo de adhesién para una molécula de biotina. Por ejemplo, la proteina receptor puede ser una proteina recom-
binante que contiene una pareja de fusion con una secuencia sefial de biotinilizacion. La proteina de fusién se co-
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expresa en Escherichia coli o en un sistema libre de células que contiene ligasa de biotina con, por ejemplo, AviTag,
que cataliza la adicién covalente de la porcion de biotina a un residuo de lisina de la secuencia sefial. En una reali-
zacion la ligasa de biotina incluye AviTag y el residuo es lisina. En una realizacion, las dos proteinas receptor dife-
rentes utilizadas en el ensayo son proteinas marcadas con biotina marcada con AviTag. Las secuencias marcadas
con AviTag pueden adherirse tanto al extremo C-terminal como al N-terminal. Los modelos del concepto de
sandwich sugieren que al menos uno de los marcadores se debe situar en el extremo N-terminal para prevenir el
impedimento estearico. No obstante, los solicitantes han encontrado que, sorprendentemente, el ensayo funciona
correctamente con ambos marcadores en el extremo C-terminal.

En una realizacion alternativa, los anticuerpos para la proteina receptor estan unidos a la superficie de las particulas
de deteccion, donde los anticuerpos unidos se unen especificamente a la misma proteina receptor o a un marcador
unido a la proteina receptor. En presencia de farmacos inmunosupresores se forma el sandwich y tiene lugar la aglu-
tinacion. Estos anticuerpos estan disefiados y/o seleccionador de tal manera que los anticuerpos no se unen a al
sitio de unién para farmacos inmunosupresores de la proteina receptor.

De acuerdo con una realizacion, se proporcionan reactivos del ensayo para la deteccion y la cuantificacion de un
farmaco inmunosupresor presente en una muestra. La muestra puede ser cualquier muestra liquida sospechosa de
contener un farmaco inmunosupresor. Mas habitualmente, la muestra es un fluido biolégico corporal obtenido de un
paciente al que se ha administrado un farmaco inmunosupresor. En una realizacion, la muestra es sangre total o un
producto derivado de la misma. Generalmente, cuando la muestra que se utiliza es sangre total y el ensayo es un
método de deteccion de aglutinacion de microparticulas, la muestra de sangre se trata previamente antes de poner
en contacto la muestra con los reactivos del ensayo a fin de liberar la porcién de farmaco unida a células. Este pro-
cedimiento incluye la combinacion de la muestra de sangre total con un agente precipitador. El agente precipitador
se selecciona de entre los que se conocen en la técnica, incluyendo por ejemplo sulfato de cobre acuoso o sulfato
de zinc en metanol, etanol, etilenglicol, acetonitrilo o disolventes organicos miscibles en agua similares. Entonces la
mezcla de sangre total se mezcla exhaustivamente y se centrifuga. El sobrenadante claro se transfiere a un recipien-
te para muestras y se coloca en el analizador para la realizacion del ensayo. En una realizacion, el compuesto utili-
zado para tratar previamente la muestra de sangre total incluye metanol y sulfato de zinc. Tras el tratamiento previo
de la muestra, se sustraen los residuos celulares antes de la adicion de los reactivos del ensayo. En una realizacion,
los residuos celulares se sustraen mediante centrifugacion a baja velocidad (aproximadamente 12.000 rpm) durante
5 minutos.

De acuerdo con una realizacion, los reactivos del ensayo incluyen un primer receptor y un segundo receptor, donde
el primer y el segundo receptor se unen especificamente a sitios de union separados en el farmaco diana para for-
mar un complejo en sandwich tras el contacto de los reactivos con el farmaco. De acuerdo con una realizacion, tanto
el primer como el segundo receptores se proporcionan con un marcador para unir el receptor a una particula de
deteccién. En otra realizacion, se proporcionaran el primer y el segundo receptor con la particula de deteccion ya
unida tanto al primero como al segundo receptor. En una realizacion, el primer y el segundo receptor también con-
tienen un marcador biotinilado y la particula de deteccién esta unida a estreptavidina. En una realizacion adicional,
tanto el primer como el segundo receptores se proporcionan con una sola molécula de biotina. En una realizacion, la
particula de deteccion es una microparticula unida a estreptavidina o a un anticuerpo especifico para biotina. En una
realizacién, se proporcionan los reactivos del inmunoensayo como dos complejos que contienen un receptor unido a
una microparticula a través de un enlace biotina-estreptavidina.

En una realizacion, se proporciona un reactivo para la determinacion de un farmaco inmunosupresor en una mues-
tra, incluyendo dicho reactivo un primer complejo de unién para el farmaco que contiene un primer receptor unido a
una primera particula de deteccion; un segundo complejo de unién para el farmaco que contiene una porcion de
unién que se selecciona de entre el grupo que consiste en un segundo repector unido a una particula de deteccién,
un anticuerpo especifico para el farmaco inmunosupresor unido a una segunda particula de deteccion, y un segundo
anticuerpo especifico para el receptor que forma un complejo con un segundo receptor, donde cada complejo de
unién al farmaco se une especificamente a un sitio de unién separado en dicho farmaco inmunosupresor. En una
realizacién adicional, la porcién de union es un segundo receptor unido a una particula de deteccion.

En una realizacién, se proporciona un reactivo de ensayo de aglutinacion para la cuantificacion de la cantidad de
rapamicina o everolimus en una muestra. En esta realizacion, el primer receptor contiene una proteina de union a
FK506 unida a una particula de deteccion y dicho segundo receptor contiene una proteina diana de la rapamicina
(TOR) unida a una particula de deteccion. En una realizacién, se proporciona un reactivo en el que la particula de
deteccion es una microparticula. En una realizacién adicional se proporciona un reactivo en el que el segundo com-
plejo de unién al farmaco contiene un anticuerpo especifico para el segundo receptor que forma un complejo con un
segundo receptor. En una realizacion, el primer receptor contiene FKBP12 o FKBP25 y el segundo receptor se se-
lecciona de entre el grupo que consiste en mTOR, yTOR1, yTOR2, y las FRBDs de mTOR, yTOR1, e yTOR2. En
una realizacion alternativa, se proporciona un reactivo de ensayo de aglutinacién para la cuantificaciéon de la canti-
dad de tacrolimus presente en una muestra, donde los reactivos contienen un primer receptor que contiene una pro-
teina de unién a FK506 (FKBP) unida a una particula de deteccién y un segundo receptor que contiene calcineurina,
o un fragmento o derivado de union de la misma unido a una particula de deteccién. En una realizacion adicional, el
segundo repector ademas contiene calmodulina y un ién de calcio unidos a la calcineurina. En otra realizaciéon mas,
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se proporciona un reactivo de ensayo de aglutinacién para la cuantificacion de la cantidad de ciclosporina, donde los
reactivos contienen un primer receptor que contiene una ciclofilina unida a una particula de deteccién que se selec-
ciona de entre el grupo que consiste en ciclofilina A (CypA), ciclofilina B (CypB), y ciclofilina C (CypC), y un segundo
receptor que contiene una calcineurina o un fragmento de calcineurina unido a una particula de deteccion. En una
realizacién adicional, el segundo receptor también contiene calmodulina y un ién de calcio unidos a la calcineurina.
Habitualmente, la particula de deteccion es o bien un nanocapsula o una microparticula.

De acuerdo con una realizacion, se proporciona un método para la determinacion de la cantidad de un farmaco in-
munosupresor en una muestra. El método incluye los paso de aislamiento de la muestra, y opcionalmente el trata-
miento previo de la muestra para liberar la fraccion de farmaco unida a células. Entonces, la muestra se pone en
contacto con un compuesto reactivo de ensayo que contiene un primer y un segundo receptor para formar una sus-
pensién, donde el primer y el segundo receptor se unen especificamente a sitios separados del farmaco inmunosu-
presor diana. En una realizacion, el compuesto reactivo también contendra particulas de deteccién que se unen
tanto al primer como al segundo receptor. Alternativamente, en una realizacion se proporcionan las particulas de
deteccién como un componente separado que se afiade a la suspension antes, durante o después de la adicién del
primer y el segundo receptor. Los reactivos del ensayo se mezclan conjuntamente para inducir la aglutinacion en
presencia del farmaco diana, donde tanto el primer como el segundo receptor se unen especificamente a sitios de
union separados de dicho farmaco y las particulas de deteccion se unen a cada uno de los receptores (si no estan
ya unidas a los receptores) para formar un complejo en sandwich detectable. Entonces se mide la cantidad de aglu-
tinacion directamente, es decir, sin que se requieran pasos de purificacién o lavado adicionales, y por consiguiente,
el ensayo es un ensayo homogéneo. La cantidad de fdrmaco inmunosupresor se correlaciona con la cantidad detec-
tada de aglutinacién de particulas mediante la utilizacion de las técnicas de ensayo homogéneo conocidas por los
expertos en la técnica. De acuerdo con una realizacion, el grado de aglutinacién de particulas se mide mediante la
medicién de la absorbancia y la cantidad de fArmaco presente se determina por referencia a una curva estandar.

En una realizacién se describe un método para la determinacion de la presencia o la cantidad de un farmaco inmu-
nosupresor en una muestra que incluye los pasos de proporcionar una muestra; mezclar dicha muestra con un re-
ceptor unido a una primera particula de deteccion y a una porcién de unidn que se selecciona de entre el grupo que
consiste en un anticuerpo especifico para el farmaco inmunosupresor unido a una segunda particula de deteccion, y
un anticuerpo especifico para el segundo receptor que forma un complejo con el segundo receptor para formar una
suspension, donde dicho receptor se une especificamente con dicho farmaco inmunosupresor en un sitio diferente al
gue se une el anticuerpo especifico para el farmaco inmunosupresor, donde en presencia del farmaco tiene lugar la
aglutinacién de las particulas de deteccion; medir la cantidad de aglutinacion de las particulas en dicha suspensién
mediante la medicion de la absorbancia; y correlacionar la cantidad de aglutinacion de particulas con la presencia o
la cantidad del farmaco inmunosupresor en la muestra. En una realizacion adicional, el farmaco inmunosupresor se
selecciona de entre el grupo que consiste en ciclosporina, tacrolimus, rapamicina, y everolimus y la porcion de unién
es un anticuerpo especifico para el farmaco inmunosupresor, donde el anticuerpo esta unido a una particula de de-
teccién. En una realizacion adicional, el farmaco inmunosupresor es rapamicina o everolimus; el primer receptor
contiene una proteina de union a FK506 (FKBP); y la porcién de union contiene una proteina diana de la rapamicina
(TOR) o un anticuerpo que se une especificamente a una proteina diana de la rapamicina (TOR). En una realizacion
adicional, el farmaco inmunosupresor es tacrolimus; el primer receptor contiene una proteina de unién a FK506
(FKBP); y el segundo receptor contiene una calcineurina o un anticuerpo que se une especificamente a la calcineu-
rina. En una realizacion adicional, el farmaco inmunosupresor es ciclosporina; el primer receptor contiene una ciclofi-
lina; y el segundo receptor contiene una calcineurina o un anticuerpo que se une especificamente a la calcineurina.

En una realizacion, las particulas de deteccion son o bien microparticulas o nanocapsulas, y en una realizacion las
particulas de deteccion son microparticulas. El método puede utilizarse para medir la cantidad de un farmaco inmu-
nosupresor que se selecciona de entre el grupo que consiste en ciclosporina, tacrolimus, rapamicina, y everolimus
mediante la seleccion de los receptores que se utiliza en el ensayo. Para detectar rapamicina o everolimus, el primer
receptor contiene una proteina de union a FK506 (FKBP) unida a una primera particula de deteccion y el segundo
receptor contiene una proteina diana de la rapamicina (TOR) unida a una segunda particula de deteccién. Para la
deteccion de tacrolimus, el primer receptor contiene una proteina de union a FK506 (FKBP) unida a una primera
particula de deteccidn, y el segundo receptor contiene una calcineurina unida a una segunda particula de deteccién.
Para la deteccion de ciclosporina, el primer receptor contiene una ciclofilina unida a una primera particula de detec-
cion, y el segundo receptor contiene una calcineurina unida a una segunda particula de deteccion. Para aquellos
métodos en los que se detecte y cuantifique la presencia de tacrolimus o ciclosporina, el segundo receptor (calcineu-
rina) opcionalmente puede estar ademas formando un complejo con calmodulina y un i6n de calcio.

El método para la cuantificacion de un farmaco inmunosupresor puede realizarse en cualquier muestra acuosa sos-
pechosa de contener un farmaco inmunosupresor como forma de confirmacion de la presencia y determinacion de la
concentracion del farmaco en la muestra. En una realizacion, la muestra es un fluido corporal aislado procedente de
un paciente, incluyendo tales fluidos como la sangre, el plasma, la orina, el esperma, el liquido cefalorraquideo, la
saliva y similares. En una realizacién, la muestra es sangre total. Generalmente, la muestra de sangre se trata pre-
viamente para liberar la fraccién de farmaco inmunosupresor unida a células antes de que la muestra se ponga en
contacto con los reactivos del ensayo. En una realizacion, la muestra de sangre se extrae con una solucién que con-
tiene metanol y sulfato de zinc, y los residuos celulares se sustraen con anterioridad a dicho paso de mezcla. En una

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2359 587 T3

realizacién, las particulas de deteccién son nanocapsulas y la muestra de sangre se trata previamente con anteriori-
dad a la adicion de los reactivos del ensayo.

En una realizacion, los anticuerpos anti-farmaco inmunosupresor también pueden utilizarse en un ensayo de agluti-
nacion en lugar de uno o ambos receptores de proteina.

Los anticuerpos (y en una realizacion, los anticuerpos monoclonales) pueden generarse contra un complejo que
contiene un farmaco inmunosupresor y una inmunofilina, donde el anticuerpo se selecciona en base a su capacidad
de unién al farmaco inmunosupresor. De este modo, se puede potenciar la especificidad del anticuerpo para los
farmacos inmunosupresores activos en relacion a los metabolitos inactivos del farmaco inmunosupresor. Como
ejemplo, un anticuerpo puede generarse contra una porcion de la molécula de rapamicina especifica para el sitio de
unién de FKBP12 (donde el inmundgeno utilizado contiene un complejo formado por rapamicina y una proteina dia-
na de la rapamicina (TOR)). Alternativamente, podria generarse un anticuerpo contra una porcion de la molécula de
rapamicina especifico para el sitio de union de la proteina asociada a rapamicina-FKBP (donde el inmunégeno utili-
zado contiene un complejo formado por rapamicina y FKBP12). Se podria aplicar un planteamiento similar para otros
farmacos inmunosupresores, incluyendo ciclosporina, tacrolimus, y everolimus. Por ejemplo, se genera un anticuer-
po contra la FK-506 unida a FKBP12 y se utiliza para medir la FK-506 en una muestra. La union de FK-506 a
FKBP12 es muy estable, y el complejo FK-506/FKBP12 puede acoplarse como inmundgeno a KLH para inyectarse
en ratones y obtener una respuesta inmune. (En este caso el acoplamiento se realizaria entre FKBP12 y KLH me-
diante los métodos estdndar de acoplamiento proteina-proteina.) El aislamiento de anticuerpos adecuados y la se-
leccion de anticuerpos monoclonales se haria mediante la utilizacion de los métodos estdndar conocidos en la técni-
ca. Este planteamiento también puede utilizarse para producir anticuerpos contra ciclosporina A unida a ciclofilina.

De acuerdo con una realizacion, se proporciona un método para la determinacion de la cantidad de farmaco inmu-
nosupresor en una muestra, en el que los reactivos del ensayo estan seleccionados de entre el grupo que consiste
en receptores de proteina unidos a particulas de deteccion y anticuerpos unidos a particulas de detecciéon. En una
realizacion, los anticuerpos son anticuerpos monoclonales. En una realizacion, el ensayo se realiza con dos anti-
cuerpos, donde los anticuerpos se generan contra un complejo farmaco inmunosupresor/inmunofilina, pero con es-
pecificidad por dos sitios diferentes del farmaco inmunosupresor. En esta realizacion, los dos anticuerpos estan aco-
plados a una particula de deteccion. En otra realizacién, el ensayo se realiza con dos anticuerpos, donde los anti-
cuerpos se generan contra un complejo farmaco inmunosupresor/inmunofilina, pero con especificidad por dos sitios
diferentes de la inmunofilina. En esta realizacion, los dos anticuerpos estan acoplados a la particula de deteccion. En
una realizacion adicional, los reactivos del ensayo pueden contener un receptor que se une especificamente al
farmaco inmunosupresor diana y un anticuerpo que se une especificamente a un sitio diferente del farmaco inmuno-
supresor. En esta realizacion, tanto la proteina receptor como el anticuerpo estan unidos a particulas de deteccion.

En una realizacién adicional, los reactivos del ensayo pueden contener un primer receptor, un segundo receptor y un
anticuerpo que se une especificamente al segundo receptor. En esta realizacion, el primer receptor se une a una
particula de deteccidn, y el primer receptor se une especificamente al farmaco inmunosupresor diana. La segunda
proteina receptor se une al farmaco inmunosupresor diana en un sitio diferente al de la primera proteina receptor. En
esta realizacion, la segunda proteina receptor no esta unida a una particula de deteccion y, generalmente, el anti-
cuerpo no esta marcado. No obstante, el anticuerpo puede estar unido opcionalmente a una particula de deteccion.
En una realizacion, el anticuerpo que se une especificamente a la segunda proteina receptor se genera en contra de
un inmundégeno que contiene un segundo complejo receptor/farmaco inmunosupresor. En una de las realizaciones,
uno de los receptores, por ejemplo, FKBP12 (para la rapamicina) estd marcado con un marcador, por ejemplo, bioti-
na. Cuando se mezcla una muestra con una cantidad limitada de primera proteina receptor biotinilada y una segun-
da proteina receptor, se forma un complejo en sandwich cuando el farmaco diana esta presente en la muestra. Se
afiaden el complejo en sandwich biotinilado resultante junto con FKBP12, que aln no ha reaccionado, a un segundo
reactivo que contiene microparticulas de latex de estreptavidina y un anticuerpo que se une especificamente a una
segunda proteina receptor. La aglutinacién tiene lugar en proporcion al nimero de complejos en sandwich biotinila-
dos unidos a las microparticulas de latex de estreptavidina y aglutinados por el anticuerpo, que a su vez, se relacio-
na directamente con la cantidad de farmaco presente. Los anticuerpos que reaccionan con el segundo receptor que
no forma parte de un complejo no producen ninguna sefial. Es importante tener en cuenta que, en esta alternativa, el
anticuerpo se une al segundo receptor en un sitio diferente al sitio de unién del receptor para el farmaco. Los anti-
cuerpos anti-inmunofilina que se unen especificamente a un dominio de uniéon de FKBP/rapamicina estan descritos
en la patente US 6.464.974.

De acuerdo con una realizacion, un método para la cuantificacion de un farmaco inmunosupresor incluye proporcio-
nar una muestra y mezclar la muestra con un compuesto reactivo para formar una suspension. El compuesto reacti-
VO contiene un receptor y un anticuerpo, cada uno de los cuales esta unido a una particula de deteccion, y donde
dicho receptor y un anticuerpo se unen especifica y simultaneamente al farmaco inmunosupresor. Entonces, la can-
tidad de aglutinacién de particulas presente en la suspension se mide utilizando una técnica de ensayo homogéneo,
tal como la mediciéon de la absorbancia, por ejemplo, y la cantidad detectada de aglutinacién de particulas se corre-
laciona con la cantidad de farmaco inmunosupresor presente en la muestra.
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De acuerdo con otra realizacién, un método para la cuantificacion de un farmaco inmunosupresor incluye proporcio-
nar una muestra y mezclar la muestra con un compuesto reactivo para formar una suspensién, donde el compuesto
reactivo contiene un primer y un segundo anticuerpo, cada uno de los cuales esta unido especifica y simultdneamen-
te a una particula de deteccion, y donde cada uno de dichos primer y segundo anticuerpos se unen especifica y
simultaneamente al farmaco inmunosupresor. Entonces, la cantidad de aglutinacion de particulas presente en la
suspension se mide utilizando una técnica de ensayo homogéneo, tal como la medicién de la absorbancia, por
ejemplo, y la cantidad detectada de aglutinacién de particulas se correlaciona entonces con la cantidad de farmaco
inmunosupresor presente en la muestra.

De acuerdo con otra realizacién, un método para la cuantificacion de un farmaco inmunosupresor incluye proporcio-
nar una muestra y mezclar la muestra con un compuesto reactivo para formar una suspension, donde el compuesto
reactivo contiene un primer y un segundo receptor y un anticuerpo que se une especificamente al segundo receptor,
donde cada uno de dichos primer y segundo receptores se unen especifica y simultaneamente al farmaco inmuno-
supresor, y el primer receptor esta unido a una particula de deteccion. En una realizacion el anticuerpo también esta
unido a una particula de deteccion. Entonces, la cantidad de aglutinaciéon de particulas presente en la suspensién se
mide utilizando una técnica de ensayo homogéneo, tal como la medicion de la absorbancia, por ejemplo, y la canti-
dad detectada de aglutinaciéon de particulas se correlaciona entonces con la cantidad de farmaco inmunosupresor
presente en la muestra.

La presente invencion también muestra la utilizacién de receptores mutantes que tienen una selectividad potenciada
para el farmaco original. De acuerdo con una realizacion, los péptidos mutantes yTOR2 FRBD y FKBP12 se generan
mediante la utilizacién de mutagénesis de sitio dirigido a fin de potenciar la especificidad del ensayo por el farmaco
original de la rapamicina. Se puede aplicar el concepto de mutacion de las proteinas receptor, a fin de potenciar la
especificidad del complejo receptor por el farmaco oringinal de la rapamicina, sobre cualquiera de las proteinas re-
ceptor descritas aqui. La formacion del complejo yTOR2 FRBD/rapamicina/FKBP12 puede monitorizarse mediante
varios de los métodos descritos aqui y que se utilizan para medir la concentracién de rapamicina en las muestras de
pacientes.

Las publicaciones de las estructuras cristalinas pueden utilizarse como soporte para los estudios de mutagénesis.
Las proteinas de union mutantes pueden producirse mediante métodos recombinantes cominmente conocidos en la
técnica y éstas contienen marcadores de afinidad afiadidos mediante métodos de recombinacion para ayudar a su
purificacién, utilizando métodos que también son cominmente conocidos en la técnica. Consecuentemente, en rela-
cion a la siguiente tabla, se anticipa que los siguientes residuos de aminoacido pueden modificarse para potenciar la
especificidad de las moléculas: el acido glutdmico en posicion 54 de la FKBP12, la asparagina en posicion 2038 de
la yTOR?2, el &cido aspartico en posicion 1972 de la yTOR2, y la arginina en posicion 1976 de la yTOR2.

La siguiente tabla muestra las distancias C-C medidas entre los metabolitos de la rapamicina, la FKBP12 y la FRBD.
La estructura cristalina 1fap publicada por el RCSB PDB (Protein Data Base) se utilizé para medir las distancias C-C
de los metabolitos de la rapamicina (12).

Distancias C-C de la 1fap PDB Porcién C FKBP12 (A) FRB (A) TOR2

M1 | 12-hidroxi-Rapa C12 H87 (7,12) 190 (6,90) | T2098 (7,07) | N2038
M2 | 24-hidroxi-Rapa C24 E54 (7,69) L2031 (6,53) | L1971
E2032 (4,67) | D1972

M3 | 16-O-desmetil-Rapa C50 T2098 (4,00) | N2038

Q2099 (5,73) | Q2039
D2102 (4,04) | D2042

M4 | 39-O-desmetil-Rapa C52 E54 (6,79) R2036 (4,54) | R1976
G2040 (3,93) | G1980
M5 | 27, 39-O-didesmetil-Rapa C51, (C52 ver M4) E2032 (5,18) | D1972

E2033 (6,48) | D1973
S2035 (5,45) | S1975
R2036 (4,18) | R1976

La deteccion de la formacion de complejos puede realizarse utilizando un par de fluoréforos de transferencia de
energia por resonancia de fluorescencia (FRET), pero no forma parte de la presente invencion. La FRET se basa en
la transferencia dependiente de la distancia de energia en estado de excitacion provinente de un fluoréforo donador
hacia un fluor6foro aceptor. El fluréforo donador se excita mediante luz incidente y se puede transferir la energia en
estado de excitacion provinente del donador si hay un aceptor en un rango de de entre 20 A y 60 A. Mas alla del
rango 6ptimo de distancias intermoleculares, la eficiencia de la transferencia de energia disminuye como la inversa
de la sexta potencia de la distancia. Esta transferencia resulta en una reduccion de la intensidad de fluorescencia del
donador y de la duracién del estado excitado, y en un incremento de la intensidad de emision del aceptor (Selvin,
P.R., Nature Structural Biology, 2000, 7, 9, 730-734). Este formato de ensayo requiere que un par de fluoréforos
FRET estén acoplados a un par de receptores de unién. Se han utilizado un fluoréforo donador, tal como el europio,
y un fluoréforo aceptor, tal como la Cy5, mediante la utilizacién de luz de excitacion de 340 nm y de deteccién de
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emision a 665 nm (Pulli, T., et. al., Analytical Chemistry, 2005, 77, 2637-2642). Consecuentemente, pueden marcar-
se la primera y la segunda proteinas receptor que se unen especificamente a un farmaco inmunosupresor con los
fluoréforos donador y aceptor respectivos. Por ejemplo, en un ensayo para la deteccion de la rapamicina se puede
utilizar un fluoréforo de europio donador para marcar un primer receptor (por ejemplo, FKBP12) y se puede utilizar
un fluoréforo de Cy5 aceptor para marcar un segundo receptor (por ejemplo yTOR2 FRBD). Las distancias medidas
entre los aminoacidos seleccionados en el complejo mMTOR FRBD-rapamicina-FKBP12 (1fap, Protein Data Bank)
estan enumeradas en la tabla inferior. Una posible combinacién consiste en marcar el extremo amino-terminal (NHy)
de la yTOR2 (R1959) y marcar el extremo amino-terminal de la FKBP12 (G1), que estan a una distancia de 48,56 A
en la estructura cristalina, asumiendo que la yTOR2 adopta una conformacion similar a la mTOR FRBD en el com-
plejo mTOR FRBD-rapamicina-FKBP12.

mTOR FRBD (yTOR2) Distancia FKBP12

R2018 (R1959)(NHz-terminal) 385 A E107 (COOH-terminal)
Posicion del aminoacido | R2018 (R1959)(NH;-terminal) 48,56 A G1 (NHz-terminal)
S2112 (G2052)(COOH-terminal) 32,97 A G1 (NH,-terminal)

Existen varios equipos comerciales disponibles para el marcaje de los aminoacidos de yTOR2 y FKBP12 con los
fluoréforos donador y aceptor. Por ejemplo, el quelato LANCE Eu-W 1024-ITC (Perkin Elmer, AD0013) est& optimi-
zado para el marcaje covalente con europio de proteinas que poseen al menos una amina alifatica primaria (N-
terminal o residuos de lisina). Adicionalmente, el paquete de colorante Cy mono-reactivo Cy5 (Amersham, Product
Code PA23500) puede utilizarse para el marcaje covalente con Cry5 de los grupos amina de proteinas. Estan dispo-
nibles otras reacciones quimicas para permitir el marcaje mediante grupos amina (utilizando colorantes de éster de
NHS), grupos tiol (utilizando colorantes de maleimida), o grupos aldehido (utilizando colorantes de hidrazida). Con-
secuentemente, los receptores de yTOR2 y FKBP12 se pueden marcar y se pueden sustraer los flor6foros desmar-
cados de los receptores marcador mediante la realizacion de una cromatografia en columna.

El ensayo puede llevarse a cabo mediante la adicién de rapamicina a yTOR2 marcada apropiadamente y a FKBP12
marcada. La presencia de rapamicina conducira a la formacion del complejo yTOR2/rapamicina/FKBP12 de un mo-
do dependiente de rapamicina. Mediante la utilizacién de un fluorometro se puede medir la fluorescencia resultante
de la excitacién de la luz del complejo yTOR2/ rapamicina/ FKBP12 formado. En este ejemplo, la fluorescencia me-
dida es directamente proporcional a la concentracion de rapamicina. Se puede construir una curva estandar con las
concentraciones conocidas de rapamicina. De este modo, se puede calcular la concentracion de rapamicina desco-
nocida en una muestra de un paciente en base a la curva estandar. De un modo similar, se pueden detectar otros
farmacos inmunosupresores mediante el marcaje de los receptores de proteina FKBP12 y de calcineurina para la
deteccién de tacrolimus, o de una ciclofilina y de calcineurina para la deteccion de ciclosporina, con un fluoréforo
donador y aceptor respectivamente.

La presente invencion también incluye ensayos de doble receptor para tacrolimus (FK506) en los que se emplean
las proteinas de fusién de la calcineurina A/B en combinacion con FKBP12. Las proteinas de fusion de la calcineuri-
na A/B pueden ser secuencias truncadas de la proteina nativa con marcadores en el extremo N- o C-terminal. De
este modo, en una realizacion, se seleccionaron respectivamente proteinas de fusion de la calcineurina A/B marca-
das con histidina en el extremo C-terminal, con pesos moleculares de 64 kDa (CNtAB-larga) y 26 kDa (CNtAB-corta),
para ensayos de actividad de unidn, en base a la expresion y cribado de solubilidad tanto en E. coli como en sistema
libre de células. Cuando se expresan en E. coli, ambas fusiones CNtAB-larga y CNtAB-corta muestran un nivel de
expresion solido y las proteinas de fusion expresadas son estables y solubles. Se logré un grado de pureza de >90%
para ambas proteinas de fusion mediante un simple proceso de purificacion mediante captura por afinidad y croma-
tografia de exclusion por tamafio. Hay que destacar que un ensayo de referencia de fluorescencia resuelta en el
tiempo (TRF, del inglés time-resolved fluorescence) mostré un valor de CE50 de 0,77 nM para la unién de la CNtAB-
larga purificada a la FKBP12, de un modo dependiente de FK506. No obstante, apenas se detect6 la unién de la
CNtAB-corta purificada a la FKBP12-FK506 en el ensayo. Un ensayo Biacore de resonancia del plasmén en superfi-
cie (SPR, del inglés Surface Plasmon Resonance) confirmé los resultados observados en el ensayo TRF anterior.

La presente invencion también incluye equipos que contienen los reactivos del ensayo para la medicion de farmacos
inmunosupresores en muestras. El equipo también puede incluir varios contenedores, por ejemplo tubos, botellas, y
similares. Preferiblemente, los equipos también incluyen las instrucciones para su uso. En una realizacion, el equipo
contiene una primera y una segunda porciones de union, donde la primera y la segunda porciones de unién se unen
especificamente a un sitio de union separado en el farmaco diana para formar un complejo en sandwich bajo el con-
tacto de los reactivos con el farmaco. La primera y la segunda porciones de unién representan compuestos que se
seleccionan independientemente de un grupo que consiste en proteinas receptor y anticuerpos. En una realizacion,
el equipo contiene una primera y una segunda proteinas receptor y un anticuerpo, donde la primera proteina recep-
tor se une a una particula de deteccion y el anticuerpo se une especificamente a la segunda proteina receptor. En
esta realizacion, el anticuerpo especifico para el segundo receptor puede, opcionalmente, estar unido a una segunda
particula de deteccién. Las porciones de union individuales pueden proporcionarse en contenedores separados o
mezcladas conjuntamente en un Gnico contenedor.
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En una realizacion, se proporciona un equipo para la deteccion de farmacos inmunosupresores, conteniendo dicho
equipo un primer receptor y un segundo receptor que se unen especificamente a un farmaco inmunosupresor diana
en dos sitios separados del farmaco inmunosupresor, conteniendo también cada uno de dichos primero y segundo
receptores un marcador; y una gran variedad de particulas de deteccion, estando cada una de dichas particulas
unida a un agente que se une a dicho marcador.

En una realizacion adicional, se proporciona un equipo para la deteccion de farmacos inmunosupresores en una
muestra, conteniendo dicho equipo un primer reactivo que contiene una suspension de una inmunofilina unida a una
primera particula de deteccion; un segundo reactivo que contiene una suspension de una proteina receptor se se-
lecciona de entre el grupo que consiste en una proteina asociada a FKBP-rapamicina, calcineurina y un anticuerpo
para la calcineurina, dicho segundo receptor de proteinas unido a la particula de deteccion, donde las particulas de
deteccion estan seleccionadas de entre el grupo que consiste en microparticulas y nanocapsulas.

En una realizacién alternativa, el equipo contiene un primer receptor y un segundo receptor donde tanto el primer
como el segundo receptor estan unidos al menos a una particula de deteccién, y donde el primer y el segundo re-
ceptor se unen especificamente a sitios de unién separados en el farmaco diana para formar un complejo en
sandwich bajo el contacto de los receptores con el farmaco. En una realizacién, se proporcionan las proteinas recep-
tor del equipo con un marcador para unir el receptor a una particula de deteccién, y se proporcionan las particulas
de deteccion en un contenedor separado. En otra realizacion, se proporcionaran el primer y el segundo receptor con
la particula de deteccion ya unida al primer y al segundo receptores. La primera y la segunda proteinas receptor
pueden proporcionarse en contenedores separados 0 mezcladas conjuntamente en un Unico contenedor. En una
realizacion, el primer y el segundo receptor contienen un marcador biotinilado y la particula de deteccion esta unida
a estreptavidina. En una realizacion, tanto el primer como el segundo receptores estan unidos a una sola molécula
de biotina. En una realizacion, la particula de deteccion es una microparticula unida a estreptavidina o a un anticuer-
po especifico para biotina. En una realizacioén, el equipo contiene dos complejos, cada uno de los cuales contiene un
receptor unido a una microparticula mediante un enlace biotina-estreptavidina.

En una realizacidn, se proporciona un equipo para la cuantificacion de la cantidad de rapamicina o everolimus en
una muestra. En esta realizacion, el equipo contiene un primer receptor que contiene una proteina de union a FK506
unida a una particula de deteccion, y un segundo receptor que contiene una proteina diana de la rapamicina (TOR)
unida a una segunda particula de deteccidén. En una realizacién, el primer receptor contiene FKBP12 o FKBP25 y el
segundo receptor se selecciona de entre el grupo que consiste en mTOR, yTOR1, yTORZ2, y las FRBDs de mTOR,
yTOR1, e yTOR2. En una realizacion alternativa, se proporciona un equipo para la cuantificacion de la cantidad de
tacrolimus presente en una muestra, donde los reactivos del equipo contienen un primer receptor que contiene una
proteina de union a FK506 (FKBP) unida a una particula de deteccion y un segundo receptor que contiene calcineu-
rina, o un fragmento o derivado de unién de la misma, unido a una particula de deteccion. En una realizacion adicio-
nal, el equipo también contiene calmodulina y un i6n de calcio, ya sea contenidos en contenedores separados 0
unidos a la calcineurina.

En una realizacion, se proporciona un equipo para la detecciéon de rapamicina activa, conteniendo dicho equipo un
primer reactivo que contiene una proteina de unién a FK506 (FKBP) enlazada a una primera particula de deteccion;
un segundo reactivo que contiene una proteina diana de la rapamicina (TOR) enlazada a una segunda particula de
deteccion, donde la primera y la segunda particula de deteccion estan independientemente seleccionadas de entre
el grupo que consiste en microparticulas y nanocapsulas. En una realizacion adicional, se proporciona un equipo en
el que la proteina FKBP es FKBP12 o FKBP25, y en el que la proteina asociada a FKBP-rapamicina se selecciona
de entre el grupo que consiste en mTOR, el dominio de union a FKBP de mTOR, yTOR1, el dominio de unién a
FKBP de yTOR1, yTOR2, y el dominio de unién a FKBP de yTOR2.

En otra realizacion mas, se proporciona un equipo para la cuantificacion de la cantidad de ciclosporina, en el que los
reactivos contienen un primer receptor que contiene una ciclofilina unida a una particula de deteccién y un segundo
receptor que contiene una calcineurina unida a una particula de deteccién. En una realizacion adicional, el equipo
también contiene calmodulina y un ién de calcio, ya sea contenidos en contenedores separados o unidos a la calci-
neurina.

Habitualmente, la particula de deteccién de estos equipos es o0 bien un nanocépsula o una microparticula, y en una
realizacion la particula de deteccion es una microparticula de latex.

Los ejemplos siguientes se establecen para describir las realizaciones especificas.
EJEMPLOS
Ejemplo 1: Sintesis de cDNA que codifica para yTOR1 FRBD e yTOR2 FRBD
Los cDNAs que codifican para los dominios de unién a la rapamicina FKBP12 de 90 aminoacidos de las TOR1 y

TOR2 de levaduras (FRBD) fueron sintetizados quimicamente por Blue Heron Biotechnology (Seattle, WA) con la
siguiente secuencia optimizada de acidos nucleicos:
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Id. de Sec. N° 1 (yTOR1 FRBD):

5' GAACTTTGGTATGAAGGACTCGAAGATGCATCTCGCCAATTTTTTGTTGAACACAATATC
GAAARARATGTTTTCTACACTTGAACCCTTACACAAACACCTTGGARATGAACCACAMRACCCTC
TCTGAAGTCTCCTTTCARARATCCTTTGGCCGTGACCTTAACGACGCATATGAATGGCTTAAC
AACTACAARARAARTCTARRCE TA T TR RN T AN CCTCAATCAAGCATGGGACATCTATTALURACGTA
TTTCGCAAAATTACTCGTCAA 3°

Id. de Sec. N° 2 (yTOR2 FRBD):

5' GAACAATGGTATGAAGGCCTGGATGATGCCTCTCGTCAATTCTTTGGTGAACACRATACH
GARAARRTGTTTGCAGCGCTCGAACCCTTATATGARATGTTAAAACGTGGTCCAGARACTTTA
CeGGAAATTTCT TTTCAAAA TTCTTTTGGTCGTGATCTCAATGATGCCTATGAATGETTAATG
ARTTATAAAAMAAGCAAAGATCTTAGCAACCTTAATCAAGCCTGGGATATTTACTATAACSTA
TTTCGCAAAATCGGTAMRACAG 3

Ejemplo 2: Construccidn de vectores de expresion

Los cDNAs sintéticos, junto con dos juegos de cebadores de oligonucleétidos, se utilizaron para amplificar mediante
PCR fragmentos de DNA de aproximadamente unas 300 pb, correspondientes a yTOR1 FRBD y a yTOR2 FRBD, y
estos fragmentos de DNA se clonaron en el vector de expresion pIVEX2.7d o pIVEX2.8d (Roche Diagnostics GmbH,
Alemania). Los plasmidos resultantes, confirmados mediante secuenciacién de DNA, pueden expresar proteinas

diana marcadas con AviTag que, no solo son capaces de unirse a la FKBP-12 unida a rapamicina, sino que también
pueden marcarse especificamente con biotina en un residuo de lisina Unico mediante la ligasa de biotina BirA.

Id. de Sec. N° 3 (cebador directo para yTOR1 FRBD):

5 CTTTAAGAAGGAGATATACCATGGAACTTTGGTATGAAGGACTC 3
Id. de Sec. N° 4 (cebador inverso para yTOR1 FRBD):

5" AAGATGTCGTTCAGGCCCCCTTGACGAGTAATTTTGCGAAA 3
Id. de Sec. N° 5 (cebador directo para yTOR2 FRBD):

5" CGCTTAATTAAACATATGACCGAACAATGGTATGAAGGCCTG 3’
Id. de Sec. N° 6 (cebador inverso para yTOR2 FRBD):

5 TTAGTTAGTTACCGGATCCCTTACTGTTTACCGATTTTGCGAAA 3’
Ejemplo 3: Produccion de yTOR1 FRBD biotinilada e yTOR2 FRBD biotinilada en E. coli
Tras la seleccion utilizando el Sistema de Traduccion Rapida acelular (RTS, del inglés Rapid Translation System) de
Roche Diagnostics Corporation, las construcciones de expresion 6ptimas se transformaron en células BL21-A1, junto
con el vector de expresion BirA, y se inducieron en presencia de 50 uM de biotina, arabinosa al 0,2% y 0,2 mM de
isopropilo-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) a 30°C durante 16 horas. Las proteinas recombinantes expresadas se
purificaron hasta una pureza de aproximadamente el 90% mediante cuentas de avidina modificada y cromatografia
de exclusion por tamafio.
A continuacidn esta la secuencia de aminoéacidos para la yTOR1 FRBD recombinante (106 amino&cidos). La Lys 101
es el sitio especifico para el marcaje con biotina dependiente de BirA. Esta proteina se une a la rapamicina en el sitio
de unién de la FKBP12. La secuencia del marcador AviTag esté indicada en letra negrita, y la Lys 101 (K) es el sitio

especifico de marcaje con biotina dependiente de BirA.

Id. de Sec. N° 7 (yTOR1 FRBD marcada con AviTag):

1 10 20 30 40 50 60
ELWYEGLEDASRQFFVEHNIEKMFSTLEPLEKHLGNEPQTLSEVSFQKSFGRDLNDAYEWL

70 80 20 100
NNYKKSKDINNLNQAWDIYYNVFRKITRQGGLNDIFEAQEIEWHB
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A continuacion esta la secuencia de aminoacidos para la yTOR2 FRBD recombinante (119 aminoacidos). La Lys 12
es el sitio especifico para el marcaje con biotina dependiente de BirA. Esta proteina se une a la rapamicina en el sitio
de union de la FKBP12. La secuencia del marcador AviTag esta indicada en letra negrita, y la Lys 12 (K) es el sitio
especifico de marcaje con biotina dependiente de BirA.

Id. de Sec. N° 8 (yTOR2 FRBD marcada con AviTag):

1 10 20 30 40 50 60
MSGLNDIFEAQKIEWHEIEGRGRLIKHMTEQWYEGLDDASROFFGEHNTEKMFAALEPLYE

70 B8O 90 100 110 120
MLKRGPETLREISFQNSFGRDLNDAYEWLMNYKKSKDVSNLNQAWDIYYNVFREKIGKQ

Ejemplo 4: Construccion de vectores de expresion

Dos cebadores de oligonucleottidos se utilizaron para generar mediante PCR un fragmento de DNA, que codifica
para FKBP12 con multiples aminoacidos de glicina e histidina en el extremo carboxi-terminal, se clonaron en las
dianas Nco I/Sma | del vector de expresion pIVEX2.7d. El plasmido resultante, confirmado mediante secuenciacion
de DNA, puede expresar una proteina de fusidon con un peso molecular esperado de 15,0 kDa que puede unirse a
rapamicina, a una matriz de NTA niquel y puede marcarse con biotina en la Lys especifica para el marcador AviTag
mediante la ligasa de biotina BirA.

Ejemplo 5: Produccion de FKBP12 biotinilada (PM de 15 kDa) en E. coli

Se indujeron células transformadas con BL21-Al que albergaban el vector de expresion anterior y un vector que
expresa BirA, mediante arabinosa al 0,2% y 0,4 mM de isopropil IPTG a 30°C durante 16 horas. La proteina recom-
binante expresada se purific6 hasta aproximadamente el 95% mediante purificaciones de afinidad secuenciales utili-
zando agarosa Ni-NTA y cuentas de Mono-Avidina (Pierce), respectivamente.

A continuacion esta la secuencia de aminoacidos para la proteina de unién a la rapamicina recombinante (134 ami-
noacidos). La Lys 129 es el sitio especifico para el marcaje con biotina dependiente de BirA. Esta proteina se une a
la rapamicina.

Id. de Sec. N° 9: (FKBP12 marcada con AviTag):

1 10 20 30 40 50
MGVQVETISPGDGRTFFKRGOTCVVHY TGMLEDGKKFDSSRDRNKPFKFMLGKQEVIRG

60 70 - 80 90 100 110
WEEGVAQMSVGQRAKLTISPDYAYGATGHPGI I PPHATLVFDVELLKLEGGGSHHHHHHG

120 130
GLNDIFEAQKIEWHE

Ejemplo 6: Preparacion de microparticulas recubiertas con FKBP12

Las microparticulas de estreptavidina (127nm) (SA-Latex Universalreagenz ZLF, Mat. No 03140431001) se obtuvie-
ron de Roche Diagnostics GmbH, Alemania. La concentracion final fue de 0,3% (peso/ volumen) en MOPS 50 mM
(acido 3-(N-morfolino)-propanosulfénico), pH 7,9.

La FKBP12 biotinilada del ejemplo 5 (32 yL de 3,27 mg/ml) se afiadi6é a 5,2 ml de tampén MOPS 50 mM (pH 7,9).
Esta solucién de proteina biotinilada se afiadio a 5,2 ml de una suspension agitada de microparticulas de estreptavi-
dina (127 nm) al 0,3% (peso/volumen) en MOPS 50 mM (pH 7,9), todo a la vez a temperatura ambiente. La reaccién
se dejé agitandose a temperatura ambiente durante 2 horas y durante toda la noche a 4°C, y entonces se centrifugé
a 16.000 rpm durante 1 hora y 45 minutos. Las microparticulas se resuspendieron en tampén MOPS 50 mM (pH 7,9)
y entonces se centrifugaron a 16.000 rpm. Los procesos de resuspension y centrifugacion se repitieron una vez mas,
y se ajusté la concentracion final de las microparticulas recubiertas con FKBP12 al 0,15% (peso/volumen).

Ejemplo 7: Preparacion de microparticulas recubiertas con yTOR1 FRBD y con yTOR2 FRBD
La yTOR1 FRBD biotinilada del ejemplo 3 (300 pL de 0,35 mg/ml) se afiadi6 al tampon MOPS 50 mM (pH 7,9).
Esta solucion de proteina biotinilada se afiadié a 5.2 ml de suspensién agitada de microparticulas de estreptavidina

(127 nm) al 0,3% (peso/volumen) en MOPS 50 mM (pH 7,9), todo a la vez a temperatura ambiente. La reaccién se
dej6 en agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas y se dejé durante la noche a 4°C, y entonces se centrifugé

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2359 587 T3

a 16.000 rpm durante 1 hora y 45 minutos. Las microparticulas se resuspendieron en tampén MOPS 50 mM (pH 7,9)
y entonces se centrifugaron a 16.000 rpm. Los procesos de resuspension y centrifugacién se repitieron una vez mas,
y se ajusto la concentracion final de las microparticulas recubiertas con yTOR1 FRBD al 0,15% (peso/ volumen).

La preparacion de las microparticulas recubiertas con yTOR2 FRBD utilizando la yTOR2 FRBD del ejemplo 3 se
realizo tal y como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 8: Curvas de calibracién de rapamicina utilizando muestras de sangre total en las que se ha afadido
el farmaco

Se prepar6 un reactivo tampoén de la reaccion produciendo un tampén PIPES 175 mM, pH 7,4, que contiene &cido
poliacrilico (PAA, del inglés polyacrylic acid) al 0,5%. Este fue un primer reactivo de trabajo.

La mezcla de microparticulas recubiertas con FKBP12 y microparticulas recubiertas con yTOR1 FRBD en una pro-
porcion de 1:1 (v/v) proporcioné un segundo reactivo de trabajo. Se prepar6é un segundo reactivo de trabajo alterna-
tivo mediante la mezcla de microparticulas recubiertas con FKBP12 y microparticulas recubiertas con yTOR2 FRBD
en una proporcién de 1:1 (v/v).

Se obtuvieron calibradores a partir de un conjunto de muestras de sangre total con EDTA mediante la adicion de
rapamicina a las concentraciones de 0, 5, 10, 20, y 30 ng/ml utilizando una solucién de reserva de rapamicina de 1
pg/mL en metanol. El tratamiento previo de las muestras de sangre se llevo a cabo utilizando un reactivo de precipi-
tacién de proteinas de una mezcla de metanol y sulfato de zinc acuoso en una proporcion de 4:1 (300 mM).

Se afiadieron doscientos pL de sangre total a 200 yL del reactivo de precipitacion y se vortearon durante 15-30 se-
gundos, dejandolos reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos, y luego se centrifugaron a 12.000 rpm du-
rante 5 minutos. El sobrenadante se transfirié a un recipiente para muestras y se coloc6 en el analizador.

El primer reactivo de trabajo (tampdn de reaccién) se coloco en el rotor para reactivos R1 y el segundo reactivo de
trabajo (reactivo de microparticulas) en el rotor para reactivos R2. Se realiz6 un ensayo utilizando un analizador
automatizado Roche/Hitachi 917 (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis) utilizando un volumen de muestra de
35 uL, 150 pL del primer reactivo de trabajo y 80 uL del segundo reactivo de trabajo (medicion a una longitud de
onda de 480 nm) durante 10 minutos. La curva de calibracion para el ensayo de rapamicina utilizando yTOR1 FRBD
se muestra en la Figura 1. La curva de calibracion para el ensayo de rapamicina utilizando yTOR2 FRBD se muestra
en la Figura 2.

En otro ensayo, en trece muestras individuales de sangre total obtenidas de 13 voluntarios, se afiadieron varias con-
centraciones de rapamicina, cubriendo un rango de 0-48 ng/ml (se utilizaron 26 muestras en total). Cada una de las
26 muestras se midié de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente, utilizando un analizador automatizado
Roche/Hitachi 917. Los datos obtenidos se muestran en la Figura 3 y hacen referencia al ensayo que se realizé utili-
zando yTOR2 FRBD.

Ejemplo 9: Sintesis de cDNA que codifica para mTOR FRBD

El cDNA que codifica para los dominios de unién a la rapamicina FKBP12 de 90 aminoacidos de mTOR (FRBD) se
sintetizaron quimicamente por Blue Heron Biotechnology con la siguiente secuencia optimizada de &cidos nucleicos:

Id. de Sec. N° 10 (nTOR FRBD):

5' gaaatgtggcatgaaggact tgaagaagctagccgtotctattttggtgaacgecaacgta
aaaggaatgtttgaagtacttgaacctttacacgcaatgatggaacgtggaccccaaacctta
aaagaaacctcoccttitaatcaageatatggtogtgacttaatggaagoctcaagaatggtgtegt

aaatatatgaaatctggtaatgtaaaagatttaactcaagoctgggatttatactatcacgtte
ttccgeocgtatctcaaaacaa 3

Ejemplo 10: Construccidn de vectores de expresion

Id. de Sec. N° 11 (cebador 1 para la mTOR FRBD):

5 CTTTAAGAAGGAGATATACCATGGAAATGTGGCATGAAGGACTTGAA 3’
Id. de Sec. N° 12 (cebador 2 para la mTOR FRBD):

5" AAGATGTCGTTCAGGCCCCCTTGTTTTGAGATACGGCGGAA 3’

Los dos cebadores de oligonucleétidos anteriores y el cDNA que codifica para mTOR FRBD descrito anteriormente
se utilizaron para amplificar mediante PCR un fragmento de DNA de 310 pb, y se cloné en las dianas Nco I/Sma |
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del vector de expresion pIVEX2.7d. El plasmido resultante, confirmado mediante secuenciacién del DNA, puede
expresar una proteina de fusion que es capaz de unirse a FKBP12 unida a rapamicina y puede marcarse con biotina
mediante la utilizaciéon de una ligasa de biotina BirA.

Ejemplo 11: Produccién de mTOR FRBD biotinilada en E. coli

Se utilizo el Sistema de Traduccion Réapida acelular (RTS) de Roche para producir la mTOR FRBD marcada con
biotina y con marcador AviTag. El plasmido purificado de DNA se incubé tanto con el reactivo de la reaccion RTS
como con el reactivo de biotinilizacion en un aparato de reacciéon RTS 500 ProteoMaster durante 18 horas. La pro-
teina recombinante generada se purificé hasta una pureza de aproximadamente el 95% mediante la utilizacion de
cuentas de avidina modificadas.

La secuencia de aminoacidos de esta FRBD recombinante (107 aminoacidos) es la siguiente (Lys 102 es el sitio
especifico para el marcaje con biotina dependiente de BirA):

Id. de Sec. N° 13 (mTOR FRBD marcada con AviTag):

1 10 20 30 40 50
MEMWHEGLEEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPOTLKETSFNQAYSRDLMEAD

&0 0 80 o0 100
EWCRKYMESGNVEDLTQAWDLY YHVFRRISKQGGLNDI FERQKIEWHE

Ejemplo 12: Preparacion de microparticulas recubiertas con FKBP12

Las microparticulas recubiertas con FKBP12 se prepararon siguiendo un procedimiento similar al descrito en el
ejemplo 6. Las microparticulas de estreptavidina (SA-Latex Universalreagenz ZLF, Mat. No 03140431001) se obtu-
vieron de Roche Diagnostics GmbH, Alemania (127 nm). La concentracion final fue de 0,3% (peso/volumen) en
MOPS 50 mM (acido 3-(N-morfolino)-propanosulfénico), pH 7,9.

La FKBP12 biotinilada (40 pL de 2,5 mg/ml) se afiadié a 5 ml de tampon MOPS 50 mM (pH 7,9). Esta solucién de
proteina biotinilada se afiadié a 5 ml de una suspension agitada de microparticulas de estreptavidina (127 nm) al
0,3% en MOPS 50 mM (pH 7,9), todo a la vez a temperatura ambiente. La reaccién se dej6é agitandose a temperatu-
ra ambiente durante 2 horas y se dejo durante la noche a 4°C, y entonces se centrifug6 a 16.000 rpm durante 1 hora
y 45 minutos. Las microparticulas se resuspendieron en tampon MOPS 50 mM (pH 7,9) y entonces se centrifugaron
a 16.000 rpm. Los procesos de resuspension y centrifugacion se repitieron una vez mas, y se ajustod la concentracion
final de las microparticulas recubiertas con FKBP12 al 0,15% (peso/volumen).

Ejemplo 13: Preparacion de microparticulas recubiertas con mTOR FRBD

La mTOR1 FRBD biotinilada del ejemplo 11 (50 yL de 2 mg/ml) se afiadié a 5 ml de tampdén MOPS (pH 7,9). Esta
solucién de proteina biotinilada se afiadio a 5 ml de suspension agitada de microparticulas de estreptavidina (127
nm) al 0,3% en MOPS 50 mM (pH 7,9), todo a la vez. La reaccion se dejo agitdndose a temperatura ambiente duran-
te 2 horas, y entonces se centrifug6 a 16.000 rpm durante 1 hora y 45 minutos, y se ajusto la concentracion final de
las microparticulas de proteina-estreptavidina al 0,15% (peso/volumen).

Ejemplo 14: Curvas de calibracion de rapamicina utilizando muestras de sangre total en las que se ha afiadi-
do el farmaco

La mezcla de microparticulas recubiertas con FKBP12 y microparticulas recubiertas con mTOR1 FRBD en una pro-
porcion de 1:1 (v/v) proporciond un primer reactivo de trabajo. Este reactivo se utilizé a una concentracion final del
0,15% en tamp6on MOPS 50 mM a pH 7,9.

Se preparé un segundo reactivo de trabajo produciendo un tampon PIPES de 175 mM, pH 7,4, que contiene acido
poliacrilico (PAA, del inglés polyacrylic acid) al 0,8%.

Se obtuvieron calibradores a partir de muestras de sangre total con EDTA en las que se habian afiadido 12,5, 25, y
50 ng/ml de rapamicina (a partir de una solucién de reserva de 10 yg/mL de rapamicina en metanol). El tratamiento
previo de las muestras de sangre se llevé a cabo utilizando la precipitacién de proteinas con una soluciéon de meta-
nol y sulfato de cobre (CuSO4) acuoso.

Se afadieron 200 pL de sangre total a 200 pL de metanol, seguido inmediatamente de 50 pL de CuSO4 a 300mM.
Esto se vorted durante 15-30 segundos, dejandose reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos, y luego se
centrifugé a 12.000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se transfirié a un recipiente para muestras y se colocé
en el analizador automatizado Roche/Hitachi 917 Roche Diagnostics Corporacién, Indianapolis).
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Se realizé un ensayo utilizando un volumen de muestra de 20 uL, 80 pL del primer reactivo de trabajo y 180 pL del
segundo reactivo de trabajo, y medicion a una longitud de onda de 480 nm. Los resultados se muestran en la Figura
4.

Ejemplo 15: Ensayo de rapamicina utilizando muestras de sangre total

Se afiadio rapamicina 25 ng/ml a una muestra de sangre humana, extraida siguiendo el procedimiento descrito con
anterioridad, y se determind la concentracién utilizando la curva de calibracion que se muestra en la Figura 4, que
fue de 24,7 ng/mly 24,6 ng/ml en ensayos por duplicado.

Ejemplo 16: Produccidn de fusiones de calcineurina A y B recombinante truncada (CNtABs) en E. coli
cDNAs de calcineurina A y B truncada

El cDNA que codifica para la calcineurina A humana truncada (aminoacidos 12-394) y para la cadena B natural
(aminoacidos 1-170) sintetizado quimicamente por Blue Heron Biotechnology (Seattle, WA) con la siguiente secuen-
cia optimizada de &cidos nucleicos (Id. de Sec. N° 14):

S’ TCAACCACTGATCGTGTCGTTAAAGCTGTCCCGTTTCCACCGAGCCACCGCTTAACTGCAAAA
GAAGTTTTTGATAACGACGGAARACCGCGTGTTGATATCCTTAAAGCACATCTGATGAAGGAAGG
CCGTTTAGAAGAATCAGTAGCGCTGCGTATCATTACCGAAGGAGCGTCAATCTTACGTCAAGAAA
AARATCTGCTCGACATCGATGCACCGGTTACCGTATGTGGTGATATTCATGGTCAGTTTTTCGAC
TTAATGAAATTATTTGAAGTGGGTGGTTCTCCGGCTAACACTCGTTATCTCTTTCTGGGTGATTA
CGTCGATCGTGGCTACTTTTCTATTGAGTGTGTTCTGTACCTGTGGGCATTAAAAATTCTTTATC
CAAAAACTCTTTTCTTACTGCGTGGCAATCATGAATGTCGTCATCTGACCGAATACTTCACTTTT
AAACAAGAATGTAAAATCAAATATAGCGAACGTGTGTATGATGCTTGTATGGATGCCTTTGATTG
CTTACCCTTAGCCGCCTTAATGAACCAACAATTCCTGTGTGTACATGGTGGCCTTAGCCCCGAAA
TTAACACCTTAGATGATATCCGTAAATTAGATCGTTTTAAAGAACCACCCGCTTATGGCCCGATG
TGTGATATCTTGTGGTCGGATCCTCTGGAAGATTTTGGTAACGAAARAACTCAGGAACATTTTAC
TCATAACACCGTTCGTGGCTGTAGTTATTTCTATTCTTACCCAGCCGTGTGCGAATTCCTTCAAC
ACAACAACCTGCTGAGTATTCTCCGCGCCCATGAAGCCCAAGATGCCGGTTATCGTATGTATCGT
ARATCACAGACCACCGGGTTCCCATCTCTCATTACGATTTTTTCTGCCCCGAACTACCTTGACGT
TTACAATAATAAAGCCGCTGTTCTGAAATATGAAAACAACGTCATGAATATTCGCCAATTCAATT
GCAGCCCTCACCCTTATTGGCTTCCCAATTTTATGGACGTGTTTACCTGGTCACTGCCATTTGTC
GGTGAGAAAGTTACTGAAATGCTTGTTAATGTTCTGAACATCTGTAGCGATGATGAATTAGGGTC
CGAAGAAGACGGGTTTGACGGTGCCACAGCTGCCGCGCGCAAAGAAATGGGCAACGAAGCATCCT
ATCCACTTGAAATGTGTTCTCATTTTGATGCCGATGAAATTAAACGCTTAGGTARACGGTTTARA
AAACTTGATCTTGATAACTCTGGCTCCCTTTCTGTGGAAGAATTTATGTCCTTACCGGAGCTGCA
GCAGAACCCTCTGGTCCAACGCGTAATTGATATCTTTGACACCGATGGAAATGGCGAAGTCGATT
TTAAAGAATTTATTGAAGGTGTTTCTCAATTTAGCGTAARAGGGTGACAAAGAACAGAAACTGCGT
TTCGCATTCCGCATCTATGACATGGATAAAGATGGTTATATCTCAAACGGGGAATTGTTCCAGGT
TTTAARAATGATGGTAGGCAACAATTTAAAAGATACCCAATTACAACAAATTGTAGATAARACGA
TTATTAACGCAGATAAGGATGGTGATGGTCGCATTTCTTTCGAAGAGTTCTGCGCCGTTGTGGGA
GGTCTTGATATTCATAAAAAAATGGTCGTCGATGTC 3

Construccion de los vectores de expresion
El cDNA sintético de arriba, junto con dos juegos de cebadores de oligonucledtidos, se utilizaron para amplificar
mediante PCR dos fragmentos de DNA, correspondientes a CNtAB-larga y a CNtAB-corta, respectivamente. Estos
fragmentos de DNA se clonaron en el vector de expresion libre de células de Roche pIVEX2.3d a fin de expresar dos
versiones diferentes de las proteinas quiméricas de calcineurina A/B marcadas con histidina.
Primer directo para la CNtAB-larga (Id. de Sec. N° 15):

5" CTTTAAGAAGGAGATATACCATGTCAACCACTGATCGTGTCGT 3’
Cebador inverso para la CNtAB-larga (Id. de Sec. N° 16):

5 TGATGATGAGAACCCCCCCCGACATCGACGACCATTTTTTT &
Cebador directo para la CNtAB-corta (Id. de Sec. N° 17):

5 CTTTAAGAAGGAGATATACCATGCCTTATTGGCTTCCCAATTTT 3
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Cebador inverso para la CNtAB-corta (Id. de Sec. N° 18):
5 TGATGATGAGAACCCCCCCCGACATCGACGACCATTTTTTT 3
Produccion de las proteinas de fusion de la calcineurina A y B humana marcada con histidina

Tras la preselecciéon mediante el Sistema de Traduccion Rapida acelular (RTS) de Roche, las construcciones de
expresion optima seleccionadas se transformaron en células BL21-Al, y las proteinas diana se expresaron mientras
se indujeron en presencia de arabinosa al 0,2% y 0,4 mM de IPTG a 37°C durante 15 horas. Las proteinas recombi-
nantes expresadas, CNtAB-larga o0 CNtAB-corta, se purificaron hasta una pureza de aproximadamente el 85% o el
95%, respectivamente, mediante purificacion de afinidad en agarosa Ni-NTA seguida de cromatografia de exclusion
por tamafio (Superdex 200, GE).

La secuencia de aminoacidos de la proteina CNtAB-larga recombinante (564 amino&cidos) es la siguiente (Id. de
Sec. N°19):

1 10 20 30 40 50 60
MSTTDRVVKA VPFPPSHRLT AKEVFDNDGK PRVDI LKAHLMKEGRLEESVALRI I TEGAS

70 80 S0 100 110 120
ILRQEKNLLD IDAPVTVCGD IHGQFFDLMKLFEVGGSPANTRYLFLGDYVDRGYFSIECV

130 140 150 160 170 180
LYLWALKILYPKTLFLLRGNHECRHLTEYFTFKQECKIKY SERVYDACMDAFDCLPLAAL

190 200 210 220 230 240
MNQQFLCVHGGLSPEINTLDDIRKLDRFKEPPAYGPMCDI LWSDPLEDFGNEKTQEHFTH

250 260 270 280 290 300
NTVRGCSYFYSYPAVCEFLQHNNLLSILRAHEAQDAGYRMYRKSQTTGFPSLITIFSAPN

310 . 320 330 340 350 360
YLDVYNNKAAVLKYENNVMN IRQFNCSPHPYWL PNFMDVF TWSLPFVGER VTEMLVNVLN

370 380 390 400 410 420
ICSDDELGSEEDGFDGATAAARKEMGNEASYPLEMCSHFDADEI KRLGKRFKKLDLDNSG

430 440 450 460 470 480
SLSVEEFMSLPELQONPLVQRVIDIFDTDGNGEVDFKEFIEGVSQFSVKGDKEQKLRFAF

490 500 510 520 530 540
RIYDMDKDGYISNGELFQVLKMMVGNNLKDTQLOQIVDKTI INADKDGDGRISFEEFCAV

550 560
VGGLDIHKKMVVDVGGGSHHHHHH

La CNtAl, correspondiente a los aminoacidos 12-394 de la calcineurina A humana, esta en letra cursiva (en las po-
siciones 2-384). La CNB, correspondiente a los aminoacidos 1-170 de la calcineurina B humana, esta en letra subra-
yada (en las posiciones 385-554). El marcador de histidina esta en las posiciones 555-564.

La secuencia de aminoacidos de la proteina CNtAB-corta recombinante (236 aminoécidos) es la siguiente (Id. de
Sec. N° 20):
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1 10 20 30 40 50 60
MPYWLPNFMD VFTWSLPFVGEKVTEMLVNVLNICSDDELG SEEDGFDGATAAARKEMGNE

70 80 80 100 110 120
ASYPLEMCSHFDADEI KRLGKR FKKLDLDNSGSLSVEEFMSLPELQQONPLVQRVIDIFDT

130 14
DENGEVDFERFT ECV

150 160 170 180
RER FQVL M VGNNL

150 200 210 220 230
KDTQLOQIVDKTI INADKDGDGRISFEEFCAVVGGLDIHKKMVVDVGGGSHHHHHH

La CNtA2, correspondiente a los aminoacidos 340-394 de la calcineurina A humana, esta en letra cursiva (en las
posiciones 2-56). La CNB, correspondiente a los amino&cidos 1-170 de la calcineurina B humana, esta en letra sub-
rayada (en las posiciones 57-226). El marcador de histidina esté en las posiciones 227-236.

Ejemplo 17. Interaccién de FKBP12 con la CNtAB-larga dependiente de FK506.

La actividad de unién de las fusiones de calcineurina A/B truncada, CNtABs, a las FKBP12 unidas a FK506 se eva-
lu6 mediante un ensayo de referencia de fluorescencia resuelta en el tiempo (TRF) y otros ensayos. En el ensayo
TRF, se recubrié una placa negra de 96 pocillos (Perkin Elmer) durante la noche a 4°C con CNtAB-larga o CNtAB-
corta purificada y marcada con histidina en NaHCO3 0,1 M. Entonces, la placa recubierta con proteinas se bloqued
con BSA (seroalbumina bovina) al 7,5% en un tampoén A que contiene Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,15 M y &cido dietilen-
triamina-pentaacético (DTPA) 20 uM. Mientras tanto, se preparé un conjugado de FKBP12-europio (Eu) mediante la
incubacién de la FKBP12 marcada con biotina del Ejemplo 5 con estreptavidina marcada con europio (Perkin-Elmer)
en hielo durante 30 minutos. Tras el bloqueo, una placa de 96 pocillos recubierta se lavé con un tampén B que con-
tiene Tris HCI 0,1 M, NaCl 0,15 M, TWEEN 0,1% (ICI Americas, Inc.) y DTPA 20 uM. Entonces se afiadio el conju-
gado preparado de FKBP12-Eu a la placa recubierta con CNtAB-larga o conCNtAB-corta. Se afiadieron a la placa
una serie de diferentes concentraciones de FK506 para iniciar la formacion de complejos FKBP12-FK506-CNtABs.
Tras una hora y media de incubacion a temperatura ambiente, la placa se lavé varias veces con el tampén B. Final-
mente, se afiadid la solucién de potenciacion (Perkin-Elmer) a la placa, y se incubé a temperatura ambiente con
agitamiento moderado durante 5 min. Entonces se leyé la placa utilizando un lector de placas microtituladas mdultiple
VICTOR2V, Wallac, Inc. Los valores de fluorescencia relativa que se describen estan derivados a partir de la media
de tres resultados.

En la Figure 5, una curva de FK506 dosis-dependiente muestra un valor EC50 de 0,77 nM para la union de la
CNtAB-larga a FKBP12. En cambio, la unién de la CNtAB-corta a la FKBP12 unida a FK506 apenas se detecta.
Ademas, un ensayo de resonancia de plasmon en superficie BIACORE (Biacore AG) también se muestra en concor-
dancia con estos resultados obtenidos mediante ensayo de fluorescencia resuelta en el tiempo (no se muestran los
datos). En conjunto, estos datos indican que la CNtAB-larga recombinante es funcional pero la funcionalidad de la
CNtAB-corta es poco probable.
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<211> 270

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética

<400> 1
gaactttggt atgaaggact cgaagatgca tctcgccaat tttttgttga acacaatatc 60
gaaaaaatgt tttctacact tgaaccctta cacaaacacc ttggaaatga accacaaacc 120
ctctctgaag tctcctttca aaaatccttt ggccgtgacc ttaacgacgc atatgaatgg 180
Cttaacaact acaaaaaatc taaagatatt aataacctga atcaagcatg ggacatctat 240
tacaacgtat ttcgcaaaat tactcgtcaa 270

<210> 2

<211> 270

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion sintética

<400> 2

gaacaatggt atgaaggcct ggatgatgcc tctcgtcaat tctttggtga acacaataca 60
gaaaaaatgt ttgcagcgct cgaaccctta tatgaaatgt taaaacgtgg tccagaaact 120
ttacgggaaa tttctttica aaattcttitt ggtcgtgatc tcaatgatgc ctatgaatgg 180
ttaatgaatt ataaaaaaag caaagatgtt agcaacctta atcaagcctg ggatatttac 240
tataacgtat titcgcaaaat cggtaaacag 270

<210>3

<211> 44

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 3
ctttaagaag gagatatacc atggaacttt ggtatgaagg actc 44

<210>4

<211>41

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 4
aagatgtcgt tcaggccccc ttgacgagta attttgcgaa a 41

<210>5

<211> 42

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400>5
cgcttaatta aacatatgac cgaacaatgg tatgaaggcc tg 42

<210> 6

<211> 44
<212> DNA
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador sintético
<400> 6
ttagttagtt accggatccc ttactgttta ccgattttgc gaaa 44
<210>7
<211> 106
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion artificial
<400> 7
Glu Leu Try Tyr Glu Gly Leu Glu Asp Ala Ser Arg GIn Fhe Phe Vil
1 3 10 15
Glu His Asn Ile Glu Lys wer rhe Ser Thr Leu GTu Pro Leu HiS Lys
20 25 0
His Lau Gly Asn Glu Pre Gln Thr Leu Ser ¢lu val ser rfhe Gln Lys
L 40 45
ser rhe cly Arg Asp Leu Asn Asp Ala Tyr 6lu Trp Leu Asn Asn Tyr
)] 11 60
Lys Lys Ser Lys Asp Ile &sm Asn Leu Asn G1n Ala Trp Asp Ile Tyr
[ 70 75 Bo
Tyr Asn Val Phe arg Lys 1le Thr Arg &In Gly Gly Leuw Asn Asp Ile
85 20 a5
pae Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His Glu
100 105
<210>8
<211>119
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion artificial
<400> 8
met Ser Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala GIn Lys Ile Glu Trp His
1 : 5 10 15
Glu Ile Glu Gly Arg Gly Arg Leu Ile Lys His Met Thr Glu GIn Trp
20 25 30
Tyr Glu G'Ig Leu Asp Asp Ala Ser Arg Gin Phe Phe Gly Glu His Asn
3 40 45
Thr Glu Lys Met Phe Ala Ala Leu Glu Pro Leu Tyr Glu Met Leu LyS
50 55 60
Arg Gly Pro Glu Thr Leu Arg Glu Ile Ser Phe G1n Asn Ser phe Gly
65 70 . 75 80
Arg Asp Leu Asn Asp Ala Tyr Glu Trp Leu MeT Asn Tyr LysS Lys ser
85 S0 93
Lys Asp val Ser Asn Leu Asn Gln Ala Trp Asp Ile Tyr Tyr Asn val
100 105 110
Phe Arg Lys Ile Gly Lys GlIn
115
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<210>9
<211> 134
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion artificial
<400>9
met Gly val Gin val Glu Thr Ile Ser Pro Gly Asp Gly Arg Thr Phe
1 5 10 15
Pro Lys Arg 613 Gln Thr Cys val val His Tyr Thr Gly Met Leu Glu
2 25 30
Asp Gly Lgs Lys Phe Asp Ser Ser Arg Asp Arg Asn Lys Pro Phe Lys
5 40 45
Phe Hgs Leu Gly Lys Gln G?E val 1le Arg Gly Trp Glu Glu Gly val
60
Ala Gln Met Ser val 515 GIn Arg Ala Lys Leu Thr Ile Ser Pro Asp
635 7 75 80
Tyr Ala Tyr Gly Ala Thr Gly His Pro Gly Ile Ile Pro Pro His Ala
20 95
Thr Leu val Phe Asp val Glu Leu Leu Lys Leu Glu Gly Gly Gly Ser
100 105 110
His His His His His His Gly 615 Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln
115 12 125
Lys Ile Glu Trp His Glu
130
<210> 10
<211> 270
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccién Sintética

<400> 10
gaaatgtggc atgaaggact tgaagaagct agccgtctct attttggtga acgcaacgta 60
daaggaatgt ttgaagtact tgaaccttta cacgcaatga tggaacgtgg accccaaacc 120
ttaaaagaaa cctcctttaa tcaagcatat ggtcgtgact taatggaagc tcaagaatgg 180
tgtcgtaaat atatgaaatc tggtaatgta aaagatttaa ctcaagcctg ggatttatac 240
tatcacgttt tccgocgtat ctcaaaacaa 270

<210> 11

<211> 47

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 11
ctttaagaag gagatatacc atggaaatgt ggcatgaagg acttgaa 47

<210>12

<211>41
<212> DNA
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<213> Secuencia Atrtificial

20

25

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador sintético
<400> 12
aagatgtcgt tcaggcccecc ttgttttgag atacggegga a 41
<210> 13
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccién Sintética
<400> 13
Met Slu Met Trp Wis Glu Gly Leu Glu Glu ala ser Arq Lou Tyr Phe
1 5 10 15
Gly Glu Arg Asn val Lys Gly Met Phe 5lu val Leu Glu Pro Lew His
20 23 30
Ala Met Met Glu arg Gly #ro Gln Thr Lew Lys Glu Thr Ser Phe Asn
EL L) 15
Gln Ala Tyr Gly Arg Asp Leu Met Glu Ala Gln Glu Trp Cys Arg Lys
50 &0
Tyr Met Lyt ser Gly Asa val Lye asp Leu The Gln Ala Trp ASp LBU
65 M 75 ah
Tyr Tyr His val rhe arg Arg Lle ser Lgs- GIn Gly Gly L&y ASA ASD
BS 0 a5
Ile rhe Glu Ala Gl Lys Tle Glue Trp His Glu
L 105
<210> 14
<211> 1659
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion Sintética

<400> 14
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tcaaccactg
aaagaagttt
aaggaaggcc
ttacgtcaag
caiggicagi
cgttatctct
tacctgtggg
gaatgtcgtc
gaacgtgtgt
aaccaacaat
atccgtaaat
tggtcggatc
accgttcgtg
aacaacctgc
cgtaaatcac
cttgacgttt
cgccaattca
tggtcactgc
tgtagcgatg
cgcaaagaaa
gatgaaatta
ctrtctgtgg
gtaattgata
ggtgtttctc
atctatgaca
atgatggtag
attaacgcag
ggaggtcttyg

atcgtgtcgt
ttgataacga
gtttagaaga
aaaaaaatct
TLTICgactt
ttctgggtga
cattaaaaat
atctgaccga
atgatgcttg
tcctgtgtgt
tagatcgttt
ctctggaaga
gctgtagtta
tgagtattct
agaccaccgg
acaataataa
attgcagccc
catttgtcgg
atgaattagg
tgggcaacga
aacgcttagg
aagaatttat
tctttgacac
aatttagcgt
tggataaaga
gcaacaattt
ataaggatqog
atattcataa

ES 2359 587 T3

taaagctgtc
cggaaaaccg
atcagtagcg
gctcgacatc
aatgaaaita
ttacgtcgat
tctttatcca
atacttcact
tatggatgcc
acatggtggc
taaagaacca
ttttggtaac
tttctattct
ccgegeceat
grtccecatct
agccgcetgtt
tcacccttat
tgagaaagtt
gtccgaagaa
agcatcctat
taaacggttt
gtccttaccg
cgatggaaat
aaagggtgac
tggttatatc
aaaagatacc
tgatggtcgce
aaaaatggtc

ccgtttccac
cgtgttgata
ctgcgtatca
gatgcaccgg
ttigaagigy
cgtggctact
aaaactcttt
tttaaacaag
tttgattgct
cttagccccyg
cccgcttatg
QaddaddCtc
tacccagcceg
gaagcccaag
ctcattacga
ctgaaatatg
tggcttccca
actgaaatgc
gacggatttg
ccacttgaaa
aaaaaacttg
gagctgcagc
ggcgaagtcyg
aaagaacaga
tcaaacgggg
caattacaac
atttctttecg
gtcgatgtc

<210> 15

<211>43

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Primer Sintético

<400> 15
ctttaagaag gagatatacc atgtcaacca ctgatcgtgt cgt 43

<210> 16

<211>41

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Primer Sintético

<400> 16
tgatgatgag aaccccccce gacatcgacg accatttttt t 41

<210> 17

<211> 44

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Primer Sintético

<400> 17
ctttaagaag gagatatacc atgccttatt ggcttcccaa tttt 44

<210> 18

<211>41

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

25

cgagccaccg
tccttaaagce
ttaccgaagg
ttaccgtatg
GUggricice
tttctattga
tcttactgcg
aatgtaaaat
tacccttagc
aaattaacac
gcccgatgtg
dggaacattt
tgtgcgaatt
atgccggtta
LLLLTtctgc
aaaacaacgt
attttatgga
ttgttaatgt
acggtgccac
tgtgttctca
atcttgataa
agaacccrtct
attttaaaga
aacrgcgrtrt
daattgttcca
aaattgtaga
aagagttctyg

cttaactgca
acatctgatg
agcgtcaatc
tggtgatatt
ggctdacaci
gtgtgrtctg
tggcaatcat
Ccaaatatagc
cgccttaatg
cttagatgat
tgatatcttg
tactcataac
ccttcaacac
tcgtatgtat
cccgaactac
catgaatatt
cgtgtttacc
tctgaacatc
agctgcogeyg
ttttgatgcc
ctctggctec
ggtccaacgc
atttattgaa
cgcattccge
ggttttaaaa
taaaacgatt
cgccgttotg



10

15

ES 2359 587 T3

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Primer Sintético

<400> 18

tgatgatgag aacccccccc gacatcgacg accatttttt t

<210>19

<211>564

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

41

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccion Sintética

<400> 19

Met Ser Thr
1

His Arg Leu

val asp 1le

35

Ser val Ala
50

Glu Lys Asn
65

Ile His Gly

Thr AsE Arg val

Thr ala Lys Giu
20

Leu Lys Ala His

Leu Arg Ile Ile
55

Leu Leu AsE Ile
7

Gln Phe Phe Asp

val
vai
Leu

40
Thr

Asp

Leu

Lys

25

Met Lys Glu Gly Arg Leu
A

Glu

Ala

Met

26

Ala val
10

Phe Asp Asn Asp Gly Lys
30

Gly Ala

Pro val
75

Lys Leu

Pro Phe Pro Pro
15

Pro
Glu
Ser Ile Leu

60
Thr val Cys

Arg
Gly

Phe Glu val Gly

Ser
Arg
Glu
GIn
Asp

80
Gly



cer
Gly
Leu
His
145
ser
Leu
ser
Lys
Pro
225
ASn
Giu
Ala
Phe
Tzr
305
Ile
Met
Glu
ser
Met
385
Ala

Asp

Leu

Pro
Tyr
Tyr
130
Leu
Glu
Ala
Pro
Glu
210
Leu
Thr
Phe
Gln
Pro
290
Asn
Arg
Asp
Met
Glu
370
Gly
AsSp

Asn

Gln

Ala
Phe
115

Pro

Arg
Ala
Glu
195
Pro
Glu
val
Leu
Asp
275
ser
Asn
Gln
val
Leu
355
Glu
Asn

Glu

ser

Asn
100
Ser
Lys
Glu
val
Leu
180
Ile
Pro
Asp
Arg
Gin
260
Ala
Leu
Lys
Phe
Fhe
340
val
Asp
Glu
Ile
Gl

42

Asn

85
Thr

Ile
Thr
Tyr
Tyr
165
Met
Asn
Ala
Fhe
Gl

24

His
Gly
Ile
Ala
Asn
325
Thr
Asn
Gly
Ala
Lys
405

ser

Pro
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Arg
Glu
Leu
Fhe
150
Asp
AsSn
Thr
TYr
Gl

23

Cys
ASn
Tyr
Thr
Ala
310
Cys
Trp
val
Phe
ser
390
Arg

Leu

Leu

Tyr

Cys
FPhe
135
Thr
Ala
Gln
Leu
Gly
215
ASn
ser
ASn
Arg
Ile
295
val
ser
ser

Leu

AS
37

Tyr
Leu

ser

val

Leu
val
120

Leu
Phe
Cys
Gin
Asp
200
Pro
Glu
Tyr
Leu
Met
280
Phe
Leu
Pra
Leu
Asn
160
Gly
Pro
Gly

val

Gln
440

Phe
105
Leu
Leu
Lys
Met
Phe
185
ASp
Met
Lys

Phe

Leu
265

Tyr
ser
LysS
His
Pro
345
Ile
Ala
Leu
Lys
Glu

425

Arg

27

90

Leu
Tyr
Arg
Gln
Asp
170
Leu
Ile
Cys
Thr
Tyr
2%0
ser
Arg
Ala
Tyr
Pra
330
Phe
Cys
Thr
Glu
Ar

41

Glu

val

Gly asp Tyr val

Leu
Gly
Glu
155
ala
Cys
Arg
Asp
Gln
235
ser
Iie
Lys
Fro
Glu
315
Tyr
val

ser
Ala
Met
395
Phe

Phe

Ile

Trp
Asn
140
Cys
Phe
val
Lys
Ile

220
Glu

TYyr

Leu

Asn
300

Asn
Trp
Gly
Asp

Ala
380

Cys
Lys
Met

Asp

aAla
125
His
LysS
ASp
His
Leu
205
Leu
His
Pro

Arg

Gln
285

Tyr

Asn

Leu

Glu

As

36

Ala

Ser

Lys

ser

Ile

110

Leu
Glu
Ile
Cys
9

Asp
Trp
Fhe
Ala
Ala
270
Thr
Leu
val
Pro
%0
Glu
Arg
His
Leu
Leu

430
Phe

95
Asp

Lys
Cys
LyS
Leu
175
Gly
Arg
Ser
Thr
val
255
His
Thr
Asp
Met
Asn
335
val
Leu
Lys
rhe
Asp
415

Pro

Asp

Arg
Ile
Arg
1o
Pro
Leu
Phe
Asp
His

240

cys

Gly
val
Asn
320
Phe
Thr
Gly
Glu
AS

40

Leu

Glu

Thr
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<210> 20
<211> 236
<212> PRT

Asp
Gln
465
Arg
Phe
Leu
ASp
AS

54

His

Gly
450
Phe
Ile
Gin
GIn
Gl

53

Ile

His

Asn
ser
Tyr
val
Gln
515
Arg
His

H1s

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gly Glu
val Lys
Asp Met

485

Leu Lys
500

Ile val
Ile Ser

Lys Lys

His

ES 2359 587 T3

val
Gl
47
AsSp
Met
ASp

Phe

Met
550

AS

45

ASp
Lys
Met
LYyS
Glu

535
val

Phe
Lys
ASp
val
Thr
520

Glu

val

Lys Glu Phe

Glu Gln Lys

475

Gly Tgr Ile
490

Gl
50

Ile 1Ile

ASn Asn
Asn
Phe Cys Ala

Asp val

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Construccién Sintética

<400> 20

28

Ile Glu Gly val
460

Leu Arg Phe Ala

ser Asn Gly Glu

495

Leu Lys Asp Thr

Ala Asp Lys Asp
52?

val val Gly Gly

540
Gly Gly Gly Ser His
55

ser
Phe
480
Leu
Gln

Gly

Leu
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Met Pro Tyr Trp Leg Pro Asn Phe Met Asp val Phe Thr Trp Ser Leu
Pro Phe val Gly Glu Lys val Thr Glu Met Leu val Asn vaa Leu Asn
20 25

Ile Cys 55; Asp Asp Glu Leu Gl ser Glu Glu Asp El phe Asp Gly

Ala TEE Ala Ala Ala Arg ng Glu Met Gly Asn Glu Ala Ser Tyr Pro

Leu Glu Met Cys Ser His Phe Asp Ala Asp Glu Ile Lys Arg Leu Gl
65 70 75 8

Lys Arg Phe Lys LyS Leu Asp Leu Asp ASE Ser Gly Ser Leu EEE val
83

Glu Glu Phe Met Ser Leu Pro Glu Leu GIn GIn Asn Pro Leu val Gln
100 105 110

Arg val Ile Asp Ile Phe Asp Thr Asp Gly Asn Gly Glu val Asp Fhe
115 120 125

Lys Glu Phe Ile Glu Gly val Ser GIn Phe Ser val Lys Gly Asp Lys
130 135 140

Glu GIn Lys Leu Arg Phe Ala Phe Arg Ile Tgr ASp Met Asp Lys Asp
145 150 155 160

Gly Tyr Ile Ser Asn Gly Glu Leu Phe Gln val Leu Lys Met Met val
165 170 175

Gly Asn Asn Leu Lys Asp Thr GIn Leu GIn GIn Ile val Asp Lys Thr
180 185 190

Ile Ile Asn Ala Asp Lys Asp 515 Asp Gly Arg Ile Ser Phe Glu Glu
195 20 205

phe Cys ala val val Gly Gly Leu Asp Ile His Lys Lys Met val val
210 215 220

asp val Gly Gly Gly Ser His His His His His His
225 230 235
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REIVINDICACIONES

Un método de ensayo para la determinacion de la presencia o la cantidad de un farmaco inmunosupresor en
una muestra que incluye los pasos de proporcionar la muestra; mezclar dicha muestra con un primer receptor y
un segundo receptor para formar una suspension, donde dichos primer y segundo receptores estan unidos a
particulas de deteccion y cada uno de dichos primer y segundo receptores se une especificamente a un sitio de
unioén separado en dicho farmaco, donde en presencia del farmaco se da como resultado la aglutinacion de las
particulas de deteccion; detectar o medir directamente la cantidad de aglutinacion de particulas en dicha sus-
pension; y correlacionar la cantidad de aglutinacién de particulas con la presencia o la cantidad del farmaco in-
munosupresor en la muestra.

El método de la reivindicacion 1, en el que el farmaco inmunosupresor se selecciona de entre el grupo que con-
siste en ciclosporina, tacrolimus, rapamicina, y everolimus, y dicho primer receptor es una inmunofilina o un
fragmento de unién de la misma.

El método de la reivindicacion 1, en el que las particulas de deteccion se seleccionan de entre el grupo que
consiste en microparticulas y nanocépsulas.

El método de la reivindicacion 1, en el que el farmaco inmunosupresor es rapamicina o everolimus; el primer
receptor contiene una proteina de uniéon a FK506 (FKBP); y el segundo receptor contiene una proteina diana de
la rapamicina (TOR).

El método de la reivindicacién 1, en el que el farmaco inmunosupresor es tacrolimus; el primer receptor contiene
una proteina de unién a FK506 (FKBP); y el segundo receptor contiene calcineurina o un fragmento de unién de
la misma.

El método de la reivindicacion 1, en el que el farmaco inmunosupresor es ciclosporina; el primer receptor con-
tiene una ciclofilina; y el segundo receptor contiene calcineurina.

El método de la reivindicacion 6, en el que la calcineurina tiene unida tanto la calmodulina como el ion de calcio.

El método de la reivindicacion 3, en el que la muestra es una muestra de sangre obtenida de un paciente al que
se ha administrado al menos un farmaco inmunosupresor.

Un reactivo para la determinacion de un farmaco inmunosupresor en una muestra, conteniendo dicho reactivo
un primer complejo de union al farmaco que contiene un primer receptor unido a una primera particula de detec-
cion; un segundo complejo de unién al farmaco que contiene una porcién de union seleccionada de entre el
grupo que consiste en un segundo receptor unido a una particula de deteccion, un anticuerpo especifico para el
farmaco inmunosupresor unido a una segunda particula de deteccién, y un anticuerpo especifico para el segun-
do receptor unido a una segunda particula de deteccion que esta formando un complejo con un segundo recep-
tor, donde cada complejo de unién al fArmaco se une especificamente a un sitio de unién separado en dicho
farmaco inmunosupresor.

El reactivo de la reivindicacion 9, en el que la porcion de unién es un segundo receptor unido a una particula de
deteccién.

Un método para la determinacion de la presencia o la cantidad de un farmaco inmunosupresor en una muestra
que incluye los pasos de: proporcionar una muestra; mezclar dicha muestra con un receptor unido a una prime-
ra particula de deteccion y una porcion de unidon que se selecciona de entre el grupo que consiste en un anti-
cuerpo especifico para el farmaco inmunosupresor unido a una segunda particula de deteccion, un anticuerpo
especifico para el segundo receptor unido a un receptor que esta formando un complejo con un segundo recep-
tor para formar una suspension, donde dicho receptor se une especificamente a dicho farmaco en un sitio dife-
rente al que se une el anticuerpo especifico para el farmaco inmunosupresor, donde en presencia del farmaco
se da como resultado la aglutinacién de las particulas de deteccion; medir una cantidad de aglutinacion de
particulas en dicha suspension mediante medicion de la absorbancia; y correlacionar la cantidad de aglutinacion
de particulas con la presencia o la cantidad del farmaco inmunosupresor en la muestra.

El método de la reivindicacion 11, en el que el farmaco inmunosupresor se selecciona de entre el grupo que
consiste en ciclosporina, tacrolimus, rapamicina, y everolimus y la porcion de union es un anticuerpo especifico
para el farmaco inmunosupresor, donde el anticuerpo se une a una particula de deteccion.

Un equipo para la deteccién de farmacos inmunosupresores, conteniendo dicho equipo un primer receptor y un
segundo receptor que se unen especificamente a un farmaco inmunosupresor diana en dos sitios separados en
el farmaco inmunosupresor, conteniendo ademas dichos primer y segundo receptores un marcador; y una va-
riedad de particulas de deteccion, estando cada una de dichas particulas unida a un agente que se une a dicho
marcador.
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Un equipo para la deteccién de un farmaco inmunosupresor en una muestra, conteniendo dicho equipo un pri-
mer reactivo que contiene una suspension de una inmunofilina unida a una primera particula de deteccion; un
segundo reactivo que contiene una suspension de un receptor de proteinas que se selecciona de entre el grupo
gue consiste en una proteina asociada a FKBP-rapamicina, calcineurina y un anticuerpo para la calcineurina,
estando dicho segundo receptor de proteinas unido a una particula de deteccion, donde las particulas de detec-
cion se seleccionan de entre el grupo que consiste en microparticulas y nanocapsulas.

Un equipo para la deteccion de rapamicina activa, conteniendo dicho equipo un primer reactivo que contiene
una proteina de unién a FK506 (FKBP) enlazada a una primera particula de deteccion; un segundo reactivo que
contiene una proteina diana de la rapamicina (TOR) enlazada a una segunda particula de deteccion, donde la
primera y la segunda particula de deteccion se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste
en microparticulas y nanocépsulas.
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