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DESCRIPCION

Marcador de proteinas especifico, asi como procedimiento para la identificacion de la distribucion estadistica de la
estequiometria de proteinas

La presente invencion se refiere a un marcador de proteinas especifico, asi como a un procedimiento para la
identificacion de la distribucién estadistica de la estequiometria de complejos proteicos, también llamada
estequiometria de proteinas.

Las funciones celulares se regulan mediante los mecanismos moleculares a partir de proteinas, ADN, péptidos, etc,
que se reunen dindmicamente para dar complejos funcionales macromoleculares. En el transcurso del dltimo medio
siglo se obtuvieron numerosos progresos técnicos en la investigacion biomédica y percepciones importantes en las
interacciones moleculares complejas. Sin embargo, muchas cuestiones cientificas sobre la interaccién de complejos
macromoleculares en relacién con la funcién celular no se han aclarado completamente, entre otras cosas por que
faltan procedimientos que puedan analizar éstos en células intactas. Como consecuencia, los estudios bioquimicos
proporcionan a veces resultados contradictorios. Por lo demas, estos estudios bioquimicos tampoco pueden poner a
disposicién informaciones sobre el lugar de origen de los complejos macromoleculares dentro de las células.

Por lo demas, la representacion de componentes celulares dentro de células completas es complicada, ya que las
dimensiones se sitdan en el intervalo nanoscopico.

Una cuestion importante es bajo qué condiciones y en que lugar se produce la dimerizacion. Este ejemplo refleja
solo una de tantas cuestiones, que dependen de la interaccion de aproximadamente 20.000 proteinas en una célula
eucariotica tipica.

Un bidlogo o un biofisico tendria idealmente la posibilidad de un microscopio rapido con una resolucion espacial de
algunos nanometros, para identificar la localizaciéon de subunidades individuales en un complejo proteico.
Idealmente, la célula se encontraria en su entorno acuoso natural, y la célula no se dafaria durante la localizacion
de las subunidades. En especial membranas proteicas, que representan el grupo principal de los actuales objetivos
de principio activo, son dificiles de analizar con las técnicas microscopicas conocidas actualmente.

Los inconvenientes de la microscopia Optica empleada habitualmente se discuten a continuacion.

Las funciones celulares se analizan frecuentemente con microscopios de fluorescencia, empleandose células que
presentan marcadores de proteinas fluorescentes. La microscopia de fluorescencia de superresolucion ofrece
imagenes con una resolucion espacial de algunas decenas de nanémetros. No obstante, la resolucion esta limitada
por las diferentes propiedades de fluordforos y, en el caso de microscopia de emisidén-deplecion estimulada (STED),
la intensidad del rayo laser, de modo que se obtiene un valor de aproximadamente 30 nm para las condiciones de
representacion practicas en células completas. No obstante, esta escala de longitudes no es suficiente para reflejar
proteinas individuales marcadas en complejos. No obstante, se requiere esto para analizar la funcién celular en el
plano molecular. Por ejemplo, si se considera la investigacion en el receptor de membrana del factor de crecimiento
epidérmico (epidermal growth factor, EGF) (EGFR), rapidamente se desprende que se requieren técnicas para
diferenciar si un receptor se presenta en una configuracion monomérica, dimérica o de cluster.

Se emplearon otros desarrollos tecnoldgicos de microscopia 6ptica, como acoplamiento de resonancia de plasmén,
iluminacién de reflexion total (TIRFM) y deteccién de fotones individuales calibrada, para analizar EGFR y otros
receptores de membrana. No obstante, en este caso se debe tener en cuenta que estos métodos estan limitados en
difraccion en su resolucion espacial, y se debe recurrir al procesamiento de imagenes completo y a célculos. Estos
métodos no visualizan directamente los EGFRs individuales, sino que posibilitan solo conclusiones indirectas sobre
conjuntos de EGFRs.

Otro método de microscopia 6ptica, la denominada transferencia de energia de resonancia de Férster (FRET), es
muy sensible para distancias intermoleculares cortas (<10 nm) y se aplico con éxito para la investigacion de
modificaciones en la conformacién de EGFRs. Pero también FRET es una técnica de promedio de conjunto y se
debe interpretar con mucha precauciéon cuando se producen los clusters menores, los dimeros. Esto se basa en que
los datos de FRET que indican dimeros se pueden producir también a partir de una mezcla de mondmeros y
grandes clusters (con — en promedio — dos moléculas en relacién espacial estrecha).

Otro método es la estimacion del nimero de subunidades de complejo proteico en parches de membrana plasmatica
preparados mediante pasos de blanqueo discretos de las sefales de fluorescencia bajo empleo de microscopia de
resolucion temporal. No obstante, esta técnica requiere una densidad muy reducida de complejo proteico con
marcador fluorescente dentro de una zona del tamafio de una mancha de difraccion, requiere aproximaciones
estocasticas, conduce a dificultades practicas en la investigacién de células intactas, esté limitado a un total de cinco
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subunidades del mismo tipo, y los resultados se deben transferir mediante métodos bioquimicos o microscopia
electronica para garantizar la exactitud de la interpretacion.

El método de seleccion para estudios a escala nanoscépica es la microscopia electrénica. Los actuales métodos a
nivel de nanoescala para analizar células emplean casi siempre microscopia electrénica de transmisién (TEM) de
secciones celulares delgadas insertadas en material sintético, secciones congeladas, cantos de células congeladas
o fracturas de muestras celulares. Alternativamente, las células se pueden cortar y representar en un proceso en
serie. En todos los casos se requieren muestras sélidas para andlisis en vacio del microscopio electrénico, no
permaneciendo las células, por consiguiente, en estado liquido. También el contraste y la resolucion son
generalmente demasiado reducidos para una identificacion directa de las proteinas individuales en células
eucaridticas. Por lo tanto, se requieren marcadores inmunolégicos de materiales pesados, por ejemplo
nanoparticulas de oro (Au-NP), que estan acoplados a anticuerpos especificos, para localizar proteinas en
secciones delgadas. Las nanoparticulas (NP) ofrecen suficiente contraste para la microscopia electronica, de modo
que las proteinas se pueden identificar en la matriz celular densamente empaquetada.

Se puede esperar una resolucién aun mas elevada para la representacion de proteinas marcadas que estan
insertadas en la estructura biolégica mediante empleo de un microscopio electrénico de transmisiéon por barrido
(STEM). EI STEM ofrece un fuerte contraste de marcadores de materiales pesados debido al contraste del nimero
atémico (Z). Este principio se emplea para identificar marcadores en células completas, que se encuentran en una
capa de liquido.

Aunque mediante microscopia electronica se posibilita determinar las posiciones de proteinas con suficiente
precision, este tipo de microscopia esta limitada actualmente por la disponibilidad de marcadores especificos.

Por lo tanto, muchos estudios emplean marcadores de inmuno-oro, pero fijandose los marcadores de nanoparticulas
en las proteinas de interés a través de engarces bastante largos (conectores). El engarce, por ejemplo constituido
por uno o dos anticuerpos, es flexible y tiene una longitud tipica de 30 nm. Como consecuencia directa de la longitud
del engarce no se puede determinar la posicion exacta de la proteina con una exactitud mayor que 30 nm. Esto
limita la aplicacién en gran medida.

El marcador de inmuno-oro proporciona informaciones sobre la presencia de una especie proteica determinada, por
ejemplo en un organulo, pero no puede mostrar informaciones sobre el lugar preciso de la proteina con una
exactitud mayor que 30 nm. Por consiguiente, no es posible extraer conclusiones sobre la estequiometria del
complejo proteico, lo que es, no obstante, una informacién importante que se requiere para analizar funciones
proteicas.

Un segundo procedimiento que se emplea en la microscopia electrénica es el marcaje a través de un ligando natural
para una proteina receptora. El ligando es tipicamente una molécula pequefa, que se une especificamente a un
receptor determinado. Este se une a una nanoparticula a través de un engarce relativamente corto (5 - 10 nm de
longitud). Debido al tamafo reducido del ligando y del engarce es posible extraer conclusiones sobre el estado de
dimerizacién de la proteina. Sin embargo, también este procedimiento tiene sus limites. El enlace del ligando
desencadena frecuentemente un proceso en la célula, que conduce generalmente a modificaciones
conformacionales y, por consiguiente, a una variacién del estado estequiométrico. Aunque este método es
interesante para determinados estudios, en muchos otros casos es deseable registrar la proteina en su estado inicial
(antes del enlace del ligando). En el empleo de ligandos naturales también es desfavorable que el grupo de
proteinas receptoras disponibles con ligandos (adecuados) esté limitado, por lo cual un gran grupo de proteinas
relevantes no se pueden marcar mediante este método.

Un tercer procedimiento que se emplea en la microscopia electronica utiliza marcadores fluorescentes codificados
genéticamente, que se emplean para precipitar una coloracién metdlica en un punto de una proteina cuando éstos
se irradian con luz de una determinada longitud de onda. No obstante, también este método esta limitado, ya que
requiere que la célula se modifique genéticamente y que el proceso de precipitacién funcione solo para células
muertas y fijadas.

El documento W02004020453A2 describe el enlace de DNA o CNTs para la creacion de estructuras electrénicas.

WATANABE SHIGEKI ET AL: ("Protein localization in electron micrographs using fluorescence nanoscopy"”,
NATURE METHODS, tomo 8, N? 1, pagina 80) describen un procedimiento para la correlacién de microscopia STED
y PALM con muestras de tejidos, para localizar proteinas y correlacionar éstas con microscopia electrénica. Para la
orientacion de los registros se emplean nanoparticulas de silice fluorescentes o nanoparticulas de oro. Por lo tanto,
la tarea de la invencién consiste en poner a disposicion un procedimiento para la identificacion de la distribucion
estadistica de la estequiometria de proteinas por medio de microscopia electronica, para eliminar los inconvenientes
citados anteriormente.
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El procedimiento emplea un marcador de proteinas especifico, comprendiendo el marcador de proteinas especifico
dos unidades, una primera unidad y una segunda unidad,

- comprendiendo la primera unidad una molécula pequefia para la unién especifica a una proteina, asi como
al menos una molécula acoplada quimicamente para el enlace con la segunda unidad, y

- comprendiendo la segunda unidad una nanoparticula modificada superficialmente, presentando la
nanoparticula modificada superficialmente un revestimiento superficial, que comprende al menos una
molécula para el enlace con la primera unidad.

En este caso esta previsto que ambas unidades se presenten separadas antes de su empleo. Ademas esté previsto
que la molécula pequena (para la unién especifica a una proteina) de la primera unidad esté constituida por una
secuencia peptidica, una secuencia de ADN o una molécula quimica pequefa.

La molécula (pequefia) para la unién especifica a una proteina se forma a partir de una secuencia peptidica, que
esta constituida a lo sumo por 60 aminoacidos, una secuencia de ARN o ADN, que esta constituida a lo sumo por 70
nucleétidos, o una molécula quimica cuyo peso molecular asciende a lo sumo a 12 kDa. La afinidad de enlace de la
molécula (pequefia) se sitla en el intervalo micromolar inferior a picomolar medio.

Un posible empleo del marcador proteico especifico podria consistir, a modo de ejemplo, en el empleo del marcador
para la deteccion de la proteina HER2, nuevos medicamentos para el cancer, asi como a modo de posible candidato
para el diagnodstico de cancer. HER2 es especialmente significativo para cancer de mama, ya que esta
sobreexprimido en aproximadamente un tercio de todos los tumores de mama malignos, y esto se correlaciona
significativamente con un tiempo de supervivencia reducido. En este caso se puede emplear un péptido que se
puede unir especificamente a HER2 y que esta relacionada con el dominio de la proteina estafilococal A (SPA), que
presenta aproximadamente 1-13 mutaciones de sustitucién.

Una configuracién de la invencion prevé que la nanoparticula esté constituida por un material con nimero atémico
elevado (2).

En este caso son preferentes elementos del periodo IV y los elementos del grupo secundario, incluyendo lantanidos
y actinidos.

En especial corresponde a la invencién que la nanoparticula esté constituida por oro (Au), platino (Pt), otro metal
noble o seleniuro de cadmio (CdSe), sulfuro de cinc (ZnS) o seleniuro de plomo (PbSe).

A modo de ejemplo, también se podian emplear nanoparticulas de plata (Ag).
Ademas es ventajoso que la nanoparticula sea esférica, elipsoidal o alargada.

En el ambito de la invencion esta previsto igualmente que el diametro de la nanoparticula se sitde en el intervalo de
0,5a 15,0 nm.

Para el enlace de la primera unidad con la segunda unidad es ventajoso que el revestimiento contenga al menos una
proteina de estreptavidina y la molécula acoplada quimicamente sea una proteina de biotina.

Otros posibles compuestos moleculares de adherencia pueden ser, a modo de ejemplo, enlaces amida, enlaces oro-
azufre, y también enlaces de van der Waals.

Otra configuracién de la invencién prevé que las nanoparticulas sean nanoparticulas fluorescentes.

A modo de ejemplo es concebible el empleo de nanoparticulas de CdSe, ZnS, InP o PbSe de aproximadamente 10
nm de tamafo, los denominados quantumdots (QDs). También son concebibles y corresponden a la invencion
quantumdots de otros materiales.

El empleo de nanoparticulas fluorescentes es ventajoso cuando también se realiza una determinacién de
fluorescencia en un microscopio 6ptico, ademas de un microscopio electrénico, para la deteccion. Los marcadores
con la nanoparticula fluorescente se pueden emplear también exclusivamente por medio de microscopio 6ptico. En
el caso de empleo exclusivo de un microscopio 6ptico se mejorarian ya la eficacia de marcador y la especificidad de
marcador.

Ademas, ventajosamente esté previsto que el revestimiento superficial sea un revestimiento de agente tensioactivo.
Este es el caso, por ejemplo, en el revestimiento superficial de nanoparticulas con moléculas de estreptavidina.
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Un revestimiento tensioactivo es especialmente ventajoso para el comportamiento en disolucion de las
nanoparticulas modificadas superficialmente en disoluciones acuosas.

La tarea se soluciona mediante un procedimiento para la identificacién de la distribuciéon estadistica de la
estequiometria de proteinas en células bajo empleo del marcador de proteinas especifico segun la reivindicacién 1:
procedimientos para la identificacién de la distribucion estadistica de la estequiometria de proteinas en células que
comprenden los pasos:

a) cultivo de las células en un medio apropiado,

b) incubacion de las células con una primera unidad, que comprende una molécula para la union especifica a
una proteina, asi como al menos una molécula acoplada quimicamente para el enlace a una segunda
unidad, comprendiendo la segunda unidad una nanoparticula modificada superficialmente, que presenta un
revestimiento superficial que comprende al menos una molécula para el enlace a la primera unidad,
formandose la molécula para la unién especifica a partir de una secuencia peptidica que esta constituida a
lo sumo por 60 aminoacidos, formandose a partir de una secuencia de ADN o ARN, que esta constituida a
lo sumo por 70 nucleétidos, o siendo una molécula quimica cuyo peso molecular asciende a lo sumo a 12
kDa, en el medio apropiado,

c) lavado de las células,

d) fijacién quimica o térmica de las células,

e) incubacion de las células fijadas con la segunda unidad, encontrandose la segunda unidad en un medio
apropiado,

f) lavado de las células,

g) registro de imagenes de microscopia electrénica por medio de un microscopio electrénico,

h) valoracién estadistica de los registros para verificar si las proteinas marcadas con nanoparticulas se
presentan separadas 0 en un complejo proteico.

El procedimiento para la deteccion de la posicién de una proteina es el siguiente: las células, o bien la célula, se
cultiva/n bajo empleo de procedimientos conocidos por técnicos cualificados. La primera unidad del marcador de
proteinas especifico, que contiene el péptido de enlace especifico, la secuencia de ADN o ARN o una molécula
quimica pequefa, se incuba con las células en un medio apropiado. La concentracion de marcador de proteinas
especifico y el tiempo de incubaciéon se optimizan para una deteccion eficiente y especifica. EI marcador de
proteinas especifico se aplica tipicamente con una concentracion que es mayor que la afinidad de enlace del ligando
con la proteina de interés en dos a tres 6rdenes de magnitud. El tiempo de incubacién asciende habitualmente a
algunos minutos. Después se eliminan por lavado las moléculas excedentes de la primera unidad del marcador de
proteinas especifico, y las células se fijan por via quimica, térmica o fisica.

Una variacion de este método prevé que las células se incuben en un medio apropiado, que contiene sustancias, por
ejemplo albumina de suero bovino, y los enlaces inespecificos se bloqueen en las unidades de marcador empleadas
a continuacion. La incubacion con el medio apropiado tiene lugar preferentemente entre paso a) y paso b), es decir,
antes de la incubacién de las células con las moléculas (molécula pequefa y molécula acoplada quimicamente) de
la primera unidad en el medio apropiado.

Las células se fijan quimicamente, a modo de ejemplo, con paraformaldehido y una baja concentracion de
glutaraldehido para obtener una reticulacién de las proteinas, detener los procesos celulares y obtener el estado
celular. En lugar de la fijacién quimica, también es posible retrasar los procesos celulares con otros procedimientos,
a modo de ejemplo mediante descenso de la temperatura (fijacién térmica).

En el procedimiento es igualmente concebible que las células se fijen con la primera parte del marcador de proteinas
especifico ya antes de la incubacion.

Tras la incubacion de las células con la primera unidad del marcador proteico especifico, las células se incuban con
la segunda unidad del marcador, la nanoparticula modificada superficialmente. La unién de las nanoparticulas a los
puntos de enlace no es generalmente tan eficiente como la de los péptidos a la proteina. Esto se justifica por medio
del tamafo y la masa de las nanoparticulas. Otros factores en ensayos practicos son que la concentracién de
nanoparticulas esta limitada frecuentemente por motivos de costes, y las nanoparticulas pueden formar enlaces
inespecificos a concentraciones mas elevadas. No obstante, si las células estan fijadas segun la invencién, la
incubacién con la segunda unidad del marcador de proteinas especifico se puede optimizar en el sentido de un
marcador eficiente, a modo de ejemplo mediante el aumento del tiempo de incubaciéon a 30 minutos y/o mediante
adicion de sustancias, que cubren posibles puntos de enlace inespecifios para las nanoparticulas.

El marcador de proteinas especifico del procedimiento segun la invencion se une a las células mediante ambas
unidades, la primera y la segunda unidad, durante el desarrollo del experimento.
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Una vez el marcador de proteinas especifico se ha unido a las células, las células se pueden representar por medio
de microscopia electrénica. Mediante las informaciones de localizaciéon de las proteinas individuales obtenidas es
posible determinar sin mayor problema si las proteinas se presentan en un complejo proteico o no. En este caso es
posible que las proteinas se presenten como proteinas aisladas, como dimeros o en clusters de un orden superior.
Mediante la valoracion de imagenes de microscopia electrénica, o bien analisis de localizacién de muchas proteinas,
es posible obtener entonces informaciones estadisticas sobre la distribucion estequiométrica de las proteinas.

Una ventaja del marcador de dos pasos descrito anteriormente es la consecucion de una eficacia de marcador y una
especificidad 6ptimas.

Otra ventaja importante consiste en que mediante el procedimiento segun la invencion se posibilita realizar el
marcador con una nanoparticula, que presenta varias moléculas de adherencia, sin generar artefactos de
agrupacion.

Esto se explica a continuacion mediante un contraejemplo: los marcadores que se generan a partir de péptidos
pequefios se acoplan con nanoparticulas modificadas superficialmente, que presentan varias moléculas de enlace
en su revestimiento modificado superficialmente. Estas se incuban con las células en un procedimiento de un paso.
Si un marcador con varios puntos de enlace se incuba con células vivas, el marcador induce la agrupacion, ya que,
tras la formacion inicial de una nanoparticula en una proteina, las proteinas adyacentes se acoplan mediante
procesos de difusion, igualmente en los puntos de enlace disponibles de la nanoparticula, de modo que una
nanoparticula concentra un numero de proteinas. Esta formacion de clusters impide un analisis fiable de la
distribucion estadistica de la estequiometria de la especie proteica objetivo.

En el caso de empleo del marcador segun la invencién y del procedimiento de dos etapas, el péptido se une en
primer lugar a la proteina objetivo. La segunda unidad del marcador especifico de la proteina, que presenta la
nanoparticula modificada superficialmente, se aplica solo tras el paso de procedimiento de fijacién, de modo que no
puede tener lugar una agrupacién. Por consiguiente, el marcaje segun la invenciéon se puede emplear para detectar
la estequiometria.

Una ventaja adicional de las unidades del marcador especifico de la proteina aplicadas sucesivamente es que se
obtiene una gran flexibilidad en los experimentos.

La tarea planteada se soluciona igualmente mediante un procedimiento preferente segun la reivindicacion
dependiente 2:

Procedimiento para la identificacion de la distribucion estadistica de la estequiometria de proteinas en células segun
la reivindicacién 1, incubandose en el paso b) las células con al menos dos primeras unidades diferentes en el medio
apropiado, e incubandose en el paso e) las células con al menos dos segundas unidades diferentes, encontrandose
las segundas unidades en un medio apropiado, y comprendiendo cada una de las segundas unidades al menos una
molécula que se adhiere a una de las primeras unidades.

Segun la invencién esta previsto que, en esta solucion de la tarea, dos o mas proteinas diferentes estén marcadas
especificamente con diferentes marcadores en cada caso. Corresponde asimismo a la invencion que cada una de
las segundas unidades comprenda al menos una molécula, que se enlaza especificamente con la primera unidad.

En el diagnostico de cancer son conocidas diferentes secuencias peptidicas pequefias, adicionalmente a aquellas
que enlaza el HER2. A modo de ejemplo, son conocidas secuencias peptidicas que forman un enlace con EGFR o
HERS3. Las tres proteinas presentan una relevancia elevada para el diagnostico de cancer y la terapia de cancer.

La segunda unidad de marcadores especificos de la proteina se puede identificar por medio del tipo de
nanoparticulas empleado en imagenes de microscopia electronica. Las nanoparticulas pueden presentar, a modo de
ejemplo, un tamano de 1,4 nm, 5 nm o 10 nm, ser esféricas, elipsoidales o alargadas, o ser producidas a partir de
diferentes materiales, como por ejemplo oro, platino, CdSe/ZnS o PbSe. Mediante las diferencias en las
nanoparticulas (tamafo, forma, material, etc.) en los diferentes marcadores de proteinas especificos se pueden
identificar y localizar las proteinas objetivo. Adicionalmente, en el caso de empleo de nanoparticulas fluorescentes,
por ejemplo puntos cuanticos (quantumdots, QDs), se dispone de una firma fotodptica.

Mediante una combinacién de marcadores de proteinas especificos se posibilita identificar y valorar la
estequiometria de complejos proteicos, que estan constituidos por diversos tipos de proteinas. De este modo se
puede aclarar una cuestion importante de investigacion bioldgica sobre los mecanismos que desempefian un papel
en el desarrollo de cancer de mama, es decir, en qué concentracion se efectia la hetero-dimerizacion de EGFR-
HER2 y la hetero-inhibicion de dimeros de EGFR-HER2.
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La fijacion en el paso d) se puede efectuar por via quimica o térmica. Las células se fijan quimicamente, a modo de
ejemplo con paraformaldehido y una baja concentracion de glutaraldehido, para obtener una reticulacion de
proteinas, detener los procesos celulares y obtener el estado celular. En lugar de la fijacion quimica, también es
posible retrasar los procesos celulares con otros procedimientos, a modo de ejemplo mediante el descenso de la
temperatura (fijacién térmica).

Una variacién de este método es la elaboracion secuencial de las diferentes unidades, es decir, incubacion con la
primera unidad de una etiqueta, lavado, incubacién con la primera unidad de un segundo marcador, fijacién, etc. Es
igualmente concebible que la fijacidn tras la incubacion se efectie con la primera unidad.

A modo de ejemplo, el dimero de EGFR se puede estudiar con diferentes marcadores, empledndose un marcador
de nanoparticulas de oro, que esta fijado al ligando EGF, y como marcador adicional un péptido de enlace pequefio,
que esta unido a un quantumdot (QD).

En primer lugar se efectla la incubacion de las células con EGF y el péptido de enlace. Después se fijan las células.
Después se acoplan nanoparticulas a los ligandos, por ejemplo mediante el empleo de EGF-biotina y nanoparticulas
de estreptavidina. A modo de ejemplo, la nanoparticula se pude acoplar al EGF también antes de la incubacion.
Ahora se emplea como segundo marcador el marcador proteico especifico, constituido por dos unidades,
empleandose sucesivamente las dos unidades, pero empledndose como nanoparticula una nanoparticula diferente a
la acoplada a los ligandos en este caso, para que los ligandos y las proteinas se puedan detectar por separado.

Por ejemplo, en el ligando EGF se acopla un QD, y por medio del marcador de proteinas especifico constituido por
dos unidades se acopla una nanoparticula de oro a la proteina EGFR. Ya que la union del ligando activa la proteina
EGFR, por medio de los QD se pueden localizar los receptores que se activaron. Por el contrario, las nanoparticulas
de oro localizan todos los EGFRs.

Por lo tanto, se posibilita responder a la cuestién biolégica importante de que todos los dimeros contengan EGFRs
activados o los EGFRs — y en caso afirmativo cuantos — estén presentes como dimeros ya en forma inactiva.

En otras variaciones de este método se pueden emplear también otros 6rdenes de pasos de trabajo citados
anteriormente. Por ejemplo, en primer lugar se marca con el marcador de proteinas especifico constituido por dos
unidades, seguido del marcaje por medio del ligando natural. No obstante, en el &mbito de la invencién también esta
previsto que se empleen simultaneamente ligandos naturales y la primera unidad del marcador de proteinas
especifico.

Ademas, corresponde a la invencién que se registren imagenes de células, en las que diferentes proteinas estan
marcadas con los marcadores de proteinas especificos constituidos por dos unidades.

El microscopio electronico empleado puede ser un microscopio electrénico de transmisidon, un microscopio
electrénico de transmision por barrido o un microscopio electrénico de barrido.

Ademas, corresponde a la invencion que los registros de imagenes de microscopio elecrénico se realicen por medio
de un dispositivo para la microscopia electronica de transmisién por barrido (STEM), empleandose un detector de
STEM con sensibilidad para nimero atémico, el denominado contraste Z. El detector STEM asegura que el
marcador, 0 bien los marcadores, sean visibles con contraste claramente mas elevado que el material celular
circundante en las imagenes.

Ademas, corresponde a la invencion que los marcadores se puedan detectar manualmente o por medio de un
procedimiento automatico en las imagenes, de modo que se puedan obtener informaciones sobre la posicién y el
tipo de proteinas marcadas. Estas informaciones se pueden valorar para varios experimentos diferentes y comparar
entre si a continuaciéon. Por consiguiente, a modo de ejemplo se puede identificar si la presencia de dimeros de
EGFR se modifica tras adicién de un medicamento para el cancer.

Ademas, corresponde a la invencion que se elaboren imagenes de microscopia electronica de las células en
cuestion.

Esta informacion se puede referir a las posiciones de marcador y tipos, es decir, correlacionar con los mismos,
mediante lo cual se puede analizar en qué zonas se presenta un patrén de marcador determinado.

Ademas, corresponde a la invencion que, para los marcadores de proteinas especificos constituidos por dos
unidades, se combinen imagenes de microscopio de fluorescencia con imagenes de microscopio electrénico. Por
ejemplo, las posiciones exactas de proteinas marcadas con QD se pueden comparar con la presencia de
fluorescencia de la longitud de onda correspondiente al tipo QD en imagenes de microscopio de fluorescencia. A
partir de estas informaciones se puede comprobar en qué células o regiones celulares se presenta una proteina
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determinada. Ademas, de este modo se puede analizar si hay variaciones locales en la densidad/frecuencia de
dimeros, tanto entre diferentes células como también dentro de una célula individual.

Ademas, por medio de microscopia Optica y de fluorescencia se puede analizar una célula viva con resolucion
temporal. Por lo tanto, se pueden analizar procesos celulares. Tan pronto un proceso determinado se encuentra en
una etapa determinada, se puede iniciar una fase determinada de marcaje o fijacion, para que la informacién de
marcaje esté correlacionada temporalmente con un proceso celular. De este modo se puede determinar también el
momento exacto de marcaje tras adicion de un principio activo, por ejemplo de un medicamento inhibidor de céancer.

Ademas, corresponde a la invencién que los registros de imagenes de microscopio electrénico se realicen por medio
de un dispositivo para la microscopia electrénica de transmisién por barrido (STEM) y la microscopia éptica
correlativa, combinandose un detector de STEM con una lente fotodptica.

Este dispositivo de deteccion combina la deteccién eficaz por medio de microscopia STEM de materiales con
nimero atéomico elevado, a modo de ejemplo marcadores de nanoparticulas especificos en una muestra en un
liquido, como una célula, con microscopia electrénica simultanea, a modo de ejemplo a través de contraste de
fluorescencia en marcadores proteicos fluorescentes en células, o a través de contraste de dispersion del material
celular. Mediante el empleo de tal dispositivo se posibilitan una deteccién altamente eficaz de materiales con nimero
atdbmico elevado en la muestra con la maxima resolucién posible, y una microscopia oéptica correlativa
temporalmente por completo.

Una configuracion preferente para el dispositivo consiste en que el detector de STEM esté integrado en una lente
fotodptica.

En este contexto es ventajoso que el detector de STEM esté integrado en una cavidad en la lente fotooptica.

El dispositivo también puede estar configurado de modo que la cavidad presente un orificio con diametro reducido en
el lado de la muestra, a la que sigue un espacio de acumulacién de electrones de forma conica, en cuyo extremo
inferior esta dispuesto el detector de STEM.

En este caso, a continuacion se remite a la direccion del haz de electrones de arriba hacia abajo. Es posible
cualquier direccion de haz, dependiendo de la disposicién del dispositivo. Esto significa que en el lado de la lente
orientado al soporte de muestras esté dispuesto el orificio al que sigue el espacio de acumulacién de electrones que
se ensancha hacia abajo cénicamente, en cuyo extremo inferior esta dispuesto el detector de STEM.

La sefial del detector de STEM puede ser realizable en el lado de la lente hacia fuera.

En el lado de la lente fotooptica orientado a la muestra, el dispositivo puede presentar un soporte de muestras,
pudiendo estar configurado el soporte de muestras como membrana delgada permeable a electrones, que presenta
configuracién permeable a electrones.

Para los registros de imagenes de microscopio electrénico, que se realizan por medio de un dispositivo para la
microscopia electrénica de transmisién por barrido (STEM) y la microscopia 6ptica, el espacio alrededor del soporte
de muestras y el espacio de acumulacion de electrones debe poseer la propiedad de ajustar un vacio.

Para los registros de imagenes de microscopio electrénico, que se realizan por medio de un dispositivo para la
microscopia electronica de transmisién por barrido y la microscopia Optica, puede estar previsto ademas que esté
dispuesta una fuente de haz de electrones en el lado del soporte de muestras opuesto al detector de STEM.

El dispositivo de deteccion puede presentar también una lente, estando unida a la lente una fuente luminica y un
agente de deteccion fotodptico.

La lente con detector de STEM integrado se puede incorporar en diferentes microscopios electrénicos, por ejemplo
un ESEM con una energia electrénica tipica de 30 keV o un STEM de alta resolucién con una energia electronica
tipica de 200 keV.

Es ventajoso que el dispositivo de deteccion para la microscopia electronica de transmision por barrido y la
microscopia 6ptica correlativa presente uno o varios pasos de haz fotodpticos diferentes para la deteccion o para la
iluminacién.

Para los registros de imagenes de microscopio electrénico, que se realizan por medio de un dispositivo para la
microscopia electronica de transmisiéon por barrido y la microscopia oOptica, es igualmente posible que la fuente
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luminica esté dispuesta del lado del detector de STEM, el haz de luz se solape con el haz de electrones en el foco, y
la via de deteccion foto6ptica se solape con la haz de iluminacién.

No obstante, también para los registros de imagenes de microscopio electronico, que se realizan por medio de un
dispositivo para la microscopia electrénica de transmisién por barrido y la microscopia optica correlativa, se podria
emplear un dispositivo en el que el detector de STEM esta dispuesto entre la lente optica y la muestra. Del mismo
modo es posible que el detector de STEM se pueda desplazar en la zona entre la lente dptica y la muestra.

A continuacion se explica el estado de la técnica, asi como un ejemplo de realizacion de la invencion.
Muestran

Fig. 1 una representacion parcialmente esquematica para la distancia de interacciones de proteinas de un dimero
(en este caso EGFR),

Fig.2 una representacion parcialmente esquematica del empleo de una nanoparticula de oro, que esta unida a
una proteina objetivo (dimero de EGFR) a través de un engarce,

Fig. 3 el marcador de proteinas especifico seglin la invencién en representacion esquematica parcial, que esta
unida a un dimero de EGFR.

En las Fig. 1 A) y 1 B) se representa un receptor del factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor, EGF)
dimero (EGFR) en la membrana de plasma. En este caso, la Fig. 1 A) muestra un EGFR no activado, asi como un
factor de crecimiento epidérmico no enlazado (EGF). La Fig. 1 B) muestra un dimero de EGRF activo con ligandos
EGF no enlazados. A modo de ejemplo, la escala de longitud en la que tienen lugar las interacciones proteicas para
la formacién de dimeros del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se muestra en la Fig. 1 B). El
receptor del factor de crecimiento epidérmico desempefia un papel critico en la patogénesis y el desarrollo de
muchos tipos de cancer diferentes.

La Fig. 2 describe un dimero de EGFR, que esta unido a una nanoparticula de oro (NP) a través de un engarce de
anticuerpo, constituido por un anticuerpo primario (PA) y un anticuerpo secundario (SA). El anticuerpo primario (PA)
se une especificamente a la proteina (EGFR) y el anticuerpo secundario (SA) a una nanoparticula de oro (NP), que
presenta como modificacion superficial (OM) al menos una molécula quimica para la union con el anticuerpo. La
distancia (flecha) entre la nanoparticula (NP) y la proteina (dimero de EGFR) puede ascender hasta a 30 nm.

Muchos estudios emplean estos marcadores de inmuno-oro, pero fijandose los marcadores de nanoparticulas con
las proteinas objetivo a través de un engarce bastante largo (véase la Fig. 2, SA + PA). El engarce es flexible y tiene
una longitud tipica de 30 nm. Como consecuencia directa de la longitud del engarce, la posicién exacta de la
proteina (EGFR), o bien de ambos componentes proteicos en el caso de un dimero de EGFR, no se puede
determinar con una exactitud mayor que 30 nm, o bien 60 nm para el dimero, lo que limita esta aplicacion en gran
medida. El marcador de inmuno-oro proporciona informaciones sobre la presencia de una determinada especie
proteica, por ejemplo en un organulo, pero no puede mostrar ninguna informacién sobre el lugar preciso de la
proteina con una exactitud mayor que 30 nm. En caso extremo, incluso dos nanoparticulas adyacentes (NP)
representarian dos EGFRs, que presentan una distancia entre si de 60 mm como maximo. Esta distancia seria
sensiblemente mayor que la distancia de un complejo proteico. Por lo tanto, a partir de los datos no es posible
concluir si dos marcadores adyacentes observados representan un dimero o, por ejemplo, dos proteinas que tienen
una distancia considerable. No obstante, existen anticuerpos de engarce mas cortos, menores en un factor de dos,
pero se emplean con poca frecuencia, ya que la distancia es todavia demasiado grande para la identificacion de la
estequiometria.

La Fig. 3 describe el marcador proteico especifico segun la invencion (1). En este caso se representa, a modo de
ejemplo, un dimero de EGFR, al que se une el marcador de proteinas especifico segin la invencion (1), para
identificar el dimero por medio de microscopia electrénica. La secuencia peptidica (2a) esta unida a una molécula
pequefa (2b), que se une al revestimiento superficial (3b) de una nanoparticula modificada superficialmente (3a). El
marcador de proteinas especifico (1) esta constituido por dos partes: el péptido de enlace (2a) y la molécula
pequefia (2b) forman una primera parte (zona punteada 2), y la nanoparticula modificada superficialmente (3a) con
su revestimiento superficial (3b) forma la segunda parte (zona a trazos 3).
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REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento para la identificacion de la distribucion estadistica de la estequiometria de proteinas en células,
que comprende los pasos:

a) cultivo de las células en un medio apropiado,

b) incubacion de las células con una primera unidad (2), que comprende una molécula (2a) para la union
especifica a una proteina, asi como al menos una molécula acoplada quimicamente (2b) para el enlace a
una segunda unidad (3), comprendiendo la segunda unidad (3) una nanoparticula modificada
superficialmente (3a), que presenta un revestimiento superficial (3b) que comprende al menos una molécula
para el enlace a la primera unidad (2), formandose la molécula (2a) para la unién especifica a partir de una
secuencia peptidica que esta constituida a lo sumo por 60 aminoacidos, formandose a partir de una
secuencia de ADN o ARN, que esta constituida a lo sumo por 70 nucleétidos, o siendo una molécula
quimica cuyo peso molecular asciende a lo sumo a 12 kDa, en el medio apropiado,

c) lavado de las células,

d) fijacién quimica o térmica de las células,

e) incubacion de las células fijadas con la segunda unidad (3), encontrandose la segunda unidad en un medio
apropiado,

f)  lavado de las células,

g) registro de imagenes de microscopia electrénica por medio de un microscopio electrénico,

h) valoracién estadistica de los registros para verificar si las proteinas marcadas con nanoparticulas se
presentan separadas 0 en un complejo proteico.

2.- Procedimiento para la identificacion de la distribucion estadistica de la estequiometria de proteinas en células
segun la reivindicacién 1, incubandose en el paso b) las células con al menos dos primeras unidades diferentes (2)
en el medio apropiado, e incubandose en el paso e) las células con al menos dos segundas unidades diferentes (3),
encontrandose las segundas unidades (3) en un medio apropiado, y comprendiendo cada una de las segundas
unidades (3) al menos una molécula que se adhiere a una de las primeras unidades (2).

3.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que las células se incuban en un
medio apropiado antes de la incubacion con la primera unidad (2), conteniendo el medio apropiado sustancias que
bloquean la union inespecifica de la segunda unidad (3) empleada.

4.- Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que el microscopio elecrénico
comprende un detector de STEM.

5.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que se emplea un microscopio éptico,
o bien un microscopio fluorescente, para el registro de imagenes de microscopia Optica, o bien imagenes de
fluorescencia.

6.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que, durante el procedimiento, se
registra al menos una serie de imagenes de microscopia Optica y/o de microscopia de fluorescencia de resolucion
temporal, mediante lo cual se puede correlacionar temporalmente al menos un momento de al menos uno de los
pasos del procedimiento con la informacién de microscopia 6ptica y/o de microscopia de fluorescencia.

7.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que, para el registro de imagenes de
microscopio electrénico, se emplea un dispositivo para la microscopia electrénica de transmision por barrido (STEM)
y la microscopia Optica correlativa, combinandose un detector de STEM con una lente fotodptica.

8.- Empleo de un marcador de proteinas especifico (1) para la identificacion de la distribucion estadistica de la
estequiometria de proteinas en células, que comprende dos unidades (2, 3), una primera unidad (2) y una segunda
unidad (3),

- comprendiendo la primera unidad (2) una molécula (2a) para la unién especifica a una proteina, asi como al
menos una molécula acoplada quimicamente (2b) para el enlace con la segunda unidad (3), y

- comprendiendo la segunda unidad (3) una nanoparticula modificada superficialmente (3a), presentando la
nanoparticula (3a) un revestimiento superficial (3b), que comprende al menos una molécula para el enlace
con la primera unidad (2), formandose la molécula (2a) para la unién especifica a partir de una secuencia
peptidica que esta constituida a lo sumo por 60 aminoacidos, formandose a partir de una secuencia de
ADN o ARN, que estéa constituida a lo sumo por 70 nucleétidos, o siendo una molécula quimica cuyo peso
molecular asciende a lo sumo a 12 kDa, en un procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 7.
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