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Motivacion y Objetivos

Motivacion y Objetivos

El desarrollo de dispositivos biosensores ha supuesto un importante avance
tecnoldgico en el area de la medicina. En la sociedad en la que vivimos cada vez se hace
mas necesario el desarrollo de dispositivos de analisis que sean baratos, portatiles,
fiables, selectivos, de facil manejo y que requieran de pocos microlitros de muestra para
determinar un parametro concreto. El gran interés en la descentralizacion del diagnostico
clinico hacia diferentes lugares de atencion médica, que permitan una monitorizacion
méas personalizada o incluso un autocontrol de los propios parametros clinicos, ha
promovido que el desarrollo de biosensores se encuentre en continua expansion. Puesto
que una de las técnicas mas utilizadas en la practica clinica es el inmunoanalisis, los
inmunosensores representan una herramienta de gran utilidad en este sector.

Dentro de este grupo, los inmunosensores de Resonancia de Plasmon Superficial
(SPR) destacan por su simplicidad, sensibilidad y selectividad. La gran ventaja que
presentan estos inmunosensores es que permiten una lectura directa y en tiempo real de
la interaccion analito-anticuerpo, sin la intervencion de ninguna otra molécula y por tanto
de otra fuente de variabilidad, lo que simplifica las medidas a la vez que reduce el tiempo
de analisis y aumenta la fiabilidad del mismo en comparacion con la mayoria de técnicas
inmunoldgicas que requieren del uso de moléculas marcadoras. A pesar del potencial que
presentan estos dispositivos para su aplicacion en el diagnostico clinico, no existen
muchas aplicaciones que midan analitos de interés clinico en muestras reales a niveles de
concentracion adecuados y de forma réapida, con los minimos pasos de pretratamiento o
sin amplificacion de la sefal.

La biofuncionalizacion de la superficie sensora es un paso clave en el desarrollo
de un inmunosensor, ya que la calidad de la superficie de inmuno-reconocimiento es
decisiva en la especificidad, sensibilidad, reproducibilidad y estabilidad del mismo. Uno
de los mayores retos en la fabricacidn de estos dispositivos consiste en conseguir llevar
a cabo una inmovilizacion del anticuerpo eficiente, de manera que una vez unido a la

superficie sensora, este conserve su configuracion funcional, y permita obtener un
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inmunosensor de alto rendiminento. La propia estuctura del anticuerpo limita
considerablemente la metodologia de inmovilizacién a emplear, puesto que pardmetros
como orientacion y densidad de la molécula son de vital importancia para conseguir una
inmunosuperficie eficiente. Es en esta linea de trabajo en la que se ha centrado esta tesis,
cuyo objetivo ha sido el desarrollo de métodos de inmovilizacion de anticuerpos en
superficies sensoras de SPR con la finalidad de conseguir inmunosensores de alto
rendimiento. Para llevar a cabo este trabajo se han escogido la hormona del crecimiento
(hGH) y la hormona estimulante del tiroides (hTSH) debido a la relevancia que la
deteccidon de ambas presenta en las primeras etapas del desarrollo del ser humano, y en
particular la hGH, por su importancia en el analisis anti-dopaje.

Los niveles de hGH en sangre son controlados durante el periodo de la infancia,
ya que los desdrdenes de esta hormona causan trastornos del crecimiento muy
importante, como puede ser el caso del enanismo. Ademas los niveles de esta hormona
son controlados periédicamente en el sector deportivo profesional, donde es consumida
como droga para aumentar el rendimiento fisico. Por su parte, el control de los niveles de
hTSH se realiza desde el momento del nacimiento, puesto que la deteccion de esta
hormona forma parte de los programas de cribado neonatal (screening). El diagnostico
precoz de enfermedades relacionadas con la alteracion de la secrecion de la hTSH es
fundamental para la prevencion de trastornos tan graves como el retraso mental. Debido
a la baja concentracion a la que se encuentran estas hormonas en suero (con niveles
basales inferiores a 1,4 ng/mL), la optimizacion de los métodos de inmovilizacion
utilizados se han centrado en maximizar la sensibilidad de los inmunoensayos. Para ello,
se ha dedicado especial interés al control de la orientacion del anticuerpo durante su
inmovilizacion, debido al gran impacto que este parametro tiene sobre la sensibilidad del
inmunosensor y a la complejidad que este proceso representa. Considerando que la
reutilizacion de los inmunosensores no presenta gran interés en la practica clinica, debido
a la posible retencion de parte de las muestras y contaminacién, y a la baja probabilidad
de conservar por un periodo de tiempo significativo la funcionalidad de los anticuerpos
inmovilizados, tras la regeneracion de la superficie sensora, no ha sido objeto de este

trabajo el estudio de la reutilizacion de los inmunosensores desarrollados.
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Estructura

La estructura de esta Tesis sigue el esquema siguiente:

Capitulo 1. Introduccion: Este apartado comienza con una descripcion general de
las técnicas de inmunoensayo y de la molécula de anticuerpo. Posteriormente se
comentan los tipos principales de biosensores con una descripcion mas detallada
del sensor de Resonancia de Plasmon Superficial. Finalmente se incluye una
vision general de los métodos de inmovilizacion descritos en la literatura.
Capitulo 2. Materiales y métodos: Se lleva a cabo una descripcion detallada del
dispositivo sensor empleado asi como de los reactivos y materiales empleados en
el trabajo. Posteriormente se describe el protocolo de inmovilizacién comun a
varios de los métodos que se han desarrollado en este trabajo, asi como los
formatos de inmunoensayo empleados.

Capitulo 3. Inmunoensayo para la deteccion de isoformas de la hormona de
crecimiento humana y su aplicacion en test anti-doping: En primer lugar se realiza
un introduccion donde se describe la hGH y su uso como agente dopante, asi
como los métodos actualmente empleados en la deteccion del dopaje con la
misma. Posteriormente se describe el desarrollo del método empleado para la
funcionalizacion de la superficie sensora con el anticuerpo empleado en este
inmunoensayo y el disefio del mismo. A continuacion se muestran los resultados
del proceso de optimizacion de la inmovilizacion del anticuerpo y del
inmunoensayo para la determinacion de las isoformas de la hGH en suero.
Capitulo 4. Inmunoensayo SPR para el diagndstico de Hipotiroidismo Congénito
(HC): Este apartado comienza con una introduccion donde se describe la hormona
hTSH y la enfermedad del Hipotiroidismo Congénito Neonatal. A continuacion se
describe el desarrollo de los dos métodos empleados para la inmovilizacion del

anticuerpo de la hTSH y finalmente se muestran los resultados de la proceso de
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optimizacion de ambos métodos, asi como del inmunoensayo lleavdo a cabo con
cada uno de ellos.

¢ Capitulo 5. Inmovilizacidon de anticuerpos en el biosensor SPR mediante el uso de
la proteina de fusion proteina A-dominio de unién al oro (PAG) y su aplicacion
en la deteccion de hGH: Se realiza una introduccion para conocer el origen de la
molécula de PAG y el diagndstico de enfermedades relacionadas con la alteracion
de los niveles de la hGH. Posteriormente se decribe el desarrollo del método de
inmovilizacién de anticuerpos basado en el uso del PAG, y a continuacion los
resultados de la optimizacion del método y del inmunoensayo llevado a cabo para
la determinacion de la hGH. Finalmente se compara este inmunoensayo con el
realizado mediante el uso de métodos convencionales de inmovilizacién de

anticuerpos.

Los capitulos 3, 4 y 5 finalizan con una breve exposicion de las principales
conclusiones alcanzadas y, al igual que los capitulos 1 y 2, con las referencias
bibliograficas. Finalmente el trabajo de Tesis concluye con la exposicion de las

conclusiones generales, asi como de las lineas de futuro que se abren a partir del mismo.
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Material y métodos

1. Introduccion

1.1. Inmunoensayos

Los inmunoensayos o técnicas inmunoquimicas son métodos analiticos basados
en la alta especificidad de la interaccion antigeno-anticuerpo para la deteccion y
cuantificacion de sustancias de interés, a los que se denomina analitos. Esta metodologia,
ampliamente utilizada tanto en analisis de rutina como en investigacion cientifica se
origind en 1959 con el ensayo inmunologico realizado por Rosalyn Yalow y Salomon
Berson [1], que permitié detectar insulina humana a nivel de picogramos. A partir de
entonces los inmunoensayos han representado un importante avance en el anélisis de
sustancias de interés en muy diversos campos, encontrando aplicacion en el diagnéstico
clinico, la industria alimentaria y en el estudio y control del medio ambiente entre otros.

Los anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas (Ig) son proteinas globulares
plasmaticas de elevado peso molecular (150 a 900 kDa) pertenecientes al grupo de las
gammaglobulinas. Son sintetizadas en los vertebrados por los linfocitos B durante la
respuesta inmunitaria, la cual tiene lugar cuando un agente extrafio (virus, bacteria o
proteina) al que se denomina antigeno (Ag) invade el organismo. Los anticuerpos son

generados con una alta especificidad y afinidad para un antigeno determinado, mas
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concretamente para una zona de su estructura llamada determinante antigénico o epitopo.
La unidn entre antigeno y anticuerpo es una reaccion no covalente, que se caracteriza por
su alta especificidad, rapidez, espontaneidad y reversibilidad, en la que intervienen un
conjunto de fuerzas que incluye interacciones electrostaticas e hidrofobicas, puentes de
hidrogeno y fuerzas de Van der Waals. Son las caracteristicas que definen esta union las
que han hecho que los anticuerpos sean considerados como herramientas biologicas de
gran utilidad para la deteccion y caracterizacion de una amplia variedad de moléculas y
que su especificidad sea explotada de formas diferentes en los inmunoensayos.

Como se muestra en la Figura 1.1 la estructura de la molécula de anticuerpo
presenta forma de Y, y estd compuesta por cuatro cadenas polipeptidicas. Cada molécula
de anticuerpo contiene dos copias idénticas de una cadena pesada o cadena H (heavy), y
dos copias idénticas de una cadena ligera o cadena L (light), llamadas asi por sus pesos
moleculares que son aproximadamente de 50-70 kDa la cadena pesada y 22 kDa la
cadena ligera. Estas cadenas se mantienen unidas mediante enlaces disulfuros
intercatenarios. Cada una de ellas presenta en su estructura un dominio constante que
corresponde al extremo carboxilico (Cy y C.), y un dominio variable que corresponde al
extremo aminico (Vy Yy V). En uno de los procedimientos empleados en el estudio de las
inmunoglobulinas se produce una ruptura especifica de la molécula, lo que genera tres
fragmentos, dos de ellos forman el sitio de union al antigeno y cada uno recibe el nombre
de Fab (Fragmentos de unién al antigeno), y el tercero corresponde a la region del
anticuerpo que no presenta actividad de union al antigeno, y se denomina Fragmento
cristalizable o Fc. En las cadenas H, entre las regiones Fab y Fc, el anticuerpo presenta
una zona de aproximadamente 15 aminoacidos denominada region bisagra, que debido a
su estructura posee la caracteristica de ser muy flexible permitiendo tener distintos
angulos entre ambas regiones, facilitando asi el acoplamiento del anticuerpo al antigeno.
En la region Fab se localiza la parte variable del anticuerpo que viene definida por el tipo
de antigeno que determina la especificidad del primero. La region Fc se corresponde con
la mayor parte del dominio constante de las dos cadenas pesadas de la molécula (Cy), vy
constituye el sitio de union del anticuerpo a otras proteinas o receptores celulares durante
la respuesta inmunitaria. Esta region determina la existencia de cinco tipos de

inmunoglobulinas, 1gG, IgA, IgM, IgD e IgE, siendo idéntica dentro de un mismo tipo de
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Ig. A su vez, cada tipo de inmunoglobulina se diferencia en distintos subtipos que
difieren en el nimero de puentes disulfuro y la longitud de la region “bisagra”. Por otro
lado la molécula de anticuerpo puede contener radicales glucidicos en su region Fc, cuya
abundancia (hasta un 14 % de su peso) depende del proceso de glicosilacion que tenga
lugar durante la sintesis del mismo. EI componente glucidico de los anticuerpos facilita
la determinacion del destino de estos en los tejidos y les confiere resistencia a la accion

de proteasas.

Sitio de unién con el antigeno

Fragmento F(ab'), Fragmento Fab

\ >\

. Cadenas ligeras . Cadenas pesadas

Figura 1.1. A) Estructura basica de un anticuerpo. B) Modelo de 1gG mediante cristalografia

por difraccion de rayos X.

La inmunoglobulina G, con una masa molecular de 150.000 Da, es la Ig
predominante en suero de mamiferos (80% del total), y la més utilizada en el analisis
inmunoquimico. Es el Gnico anticuerpo que atraviesa la placenta por lo que es reponsable
de la inmunidad fetal y la del recién nacido. Existen cuatro subclases de esta
inmunoglobulina, denominadas 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4, cuya proporcion respecto del
total de la 1gG sérica es 70, 20, 8 y 2%, respectivamente. Debido a su relativa

abundancia y excelente especificidad hacia su antigeno, la 1gG es el principal anticuerpo
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usado en investigacién y diagnostico. Dependiendo del proceso de produccion vy
purificacion de anticuerpos para su uso como reactivos en inmunoensayos, estos se
obtienen en dos formas basicas, policlonal o monoclonal. Los anticuerpos policlonales
(pAc) son obtenidos a partir del suero de animales inmunizados y comprenden una
mezcla heterogénea de anticuerpos que reconocen diferentes regiones del antigeno,
mientras que los monoclonales (mAc) son moléculas idénticas y poseen la misma
especificidad al ser producidos mediante cultivos celulares a partir de una Unica célula
(clon) de hibridoma, formada por la fusion de un linfocito B con una célula tumoral. Asi
pues, los anticuerpos policlonales poseen mayor sensibilidad y menor especificidad que
los monoclonales, los cuales reconocen un Unico epitopo. El ser menos especificos hace
a los anticuerpo policlonales méas tolerantes a pequefios cambios en la naturaleza del
antigeno, por lo que son mas adecuados para la deteccion de proteinas desnaturalizadas.
También son la opcion preferida cuando la naturaleza del antigeno en una especie no se
conoce. Por el contrario, debido a su especificidad, los anticuerpos monoclonales son
excelentes como anticuerpos primarios en un ensayo, o para detectar antigenos en un
tejido. Cuando se compara con los anticuerpos policlonales, la homogeneidad de los
monoclonales es muy alta. Si las condiciones experimentales se mantienen constantes,
los resultados provenientes de anticuerpos monoclonales son altamente reproducibles
entre experimentos. La especificidad de estos anticuerpos los hace extremadamente
eficientes para la union al antigeno dentro de una mezcla de moléculas relacionadas. La
eleccion de uno u otro tipo de anticuerpo depende de la aplicacion que tenga el

inmunoensayo en el que se va a utilizar.

1.1.1. Tipos de Inmunoensayo

Existen muchos tipos de inmunoensayos por lo que su clasificacion resulta
bastante compleja debido a la gran variedad de criterios que se pueden emplear. De
forma general los inmunoensayos se clasifican en funcion de si hay necesidad de separar
el analito libre del inmunocomplejo formado, previamente a la determinacion de este
para evitar inteferencias. Si esta separacion es necesaria el inmunonesayo se denomina

heterogéneo mientras que si la determinacion del inmunocomplejo se lleva a cabo en la
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propia mezcla de la reaccién se trata de un inmunonesayo homogéneo. Todos los
inmunoensayos convencionales exceptuando las técnicas de aglutinacion y precipitacion,
muy comunes entre los métodos automatizados utilizados en clinica, en las que la
formacion de complejos Ag-Ac dan lugar a agregados perceptibles visualmente,
requieren el uso de una molécula marcadora para el revelado del resultado, sin la cual no
seria posible la deteccion de la inmunoreaccion. En funcion del tipo de marcador
utilizado existen inmunoensayos radiolégicos, de fluorescencia, de quimioluminiscencia
0 enzimaticos. Estos marcadores también se pueden combinar en un mismo
inmunoensayo, como en el caso en el que se utilice un compuesto luminiscente como
sustrato de la enzima marcadora. Segun el formato o disefio del ensayo, este puede ser
competitivo 0 no competitivo. En el formato competitivo se utiliza una concentracion
limitante de anticuerpo y una molécula de estructura analoga al analito a detectar de
forma que ambos compiten por los sitios de unién al antigeno del anticuerpo. Segun el
desarrollo del formato competitivo, los inmunoensayos pueden ser directos (Figura 1.2.a)
cuando se utiliza la molécula andloga marcada, y esta y el analito compiten por unirse al
anticuerpo que se encuentra inmovilizado en un soporte sélido, o indirectos (Figura
1.2.b), cuando se utiliza el anticuerpo marcado y la molécula analoga al analito se
encuentra inmovilizada, y se afiade a la disolucion el analito y el anticuerpo. La sefial
obtenida en ambos casos es inversamente proporcional a la concentracién de analito en la
muestra. Los inmunoensayos no competitivos son aquellos que utilizan concentraciones
en exceso de los reactivos. En ellos el analito se une a un anticuerpo no marcado que se
encuentra inmovilizado y posteriormente es detectado mediante la union al mismo de
otro anticuerpo que si estd marcado (Figura 1.2.c), por lo que la sefial obtenida es
directamente proporcional a la concentracion de analito. En esta interaccion tipo
sandwich es esencial que el analito a detectar presente al menos dos epitopos distintos, y
el uso de dos anticuerpos monoclonales especificos para cada uno.

La terminologia utilizada para definir el inmunoensayo en funcion del marcador
utilizado varia segun el tipo de formato. Los ensayos competitivos se denominan
radioinmunoensayo (RIA), enzimoinmunoensayo (EIA), fluoroinmunoensayo (FIA) o

quimioluminoinmunoensayo (CLIA) en funcion de que se utilice un marcador
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radioactivo, enzimatico, fluorescente o luminiscente respectivamente, y los no
competitivos reciben el nombre de ensayo inmunorradiométrico (IRMA),
inmunoenzimomeétrico (EIMA), inmunofluorométrico (IFMA) 0

inmunoquimioluminomeétrico (ICMA), en cada caso.
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Figura 1.2. Principales formatos de inmunoensayo: A) Inmunoensayo
competitivo directo. B) Inmunoensayo competitivo indirecto. C)

Inmunoensayo no competitvo o tipo sandwich.

En su inmunoensayo pionero Yalow y Berson utilizaron radioisétopos como
marcadores para la deteccion de insulina, por lo que la técnica RIA es la precursora de
las técnicas de inmunoensayo actuales. Esta técnica analitica mostré mayor precision,
sensibilidad y simplicidad que cualquiera de las técnicas convencionales existentes en
esos afos. A pesar de la peligrosidad del uso de materiales radioactivos, que exigia un

equipamiento adecuado, fue el éxito de la técnica del radioinmunoensayo lo que motivd
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el planteamiento de que la reaccion Ag-Ac pudiera ser utilizada como base para el
desarrollo de nuevos métodos analiticos. La bdsqueda de otras alternativas mas simples y
practicas, seguras para el medio ambiente y que no perjudicaran la salud, culminé
cuando se demostrd que tanto los anticuerpos como los antigenos podian ser acoplados a
enzimas [2] e inmovilizados sobre soportes sélidos [3], dando lugar al desarrollo de la
técnica inmunoenzimética conocida como ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay). Desde entonces, esta técnica ha sido ampliamente desarrollada, por lo que hoy
dia existe una gran variedad de ensayos tipo ELISA, ocupando una posicion dominante
entre los inmunoensayos que se practican. Por otro lado en los inmunoanalisis
automatizados realizados en los laboratorios clinicos se ha generalizado el uso de
marcadores quimioluminiscentes, que proporcionan el método de lectura con mayor
sensibilidad en la actualidad, permitiendo detectar concentraciones del orden de 1
pg/mL. Los autoanalizadores basados en enzimoinmunoensayos quimioluminiscentes
son uno de los mas utilizados (uno de los mas conocidos es el modelo Immulite
comercializado por Siemens) [4].

La necesidad de llevar a cabo determinaciones analiticas de manera rapida con
dispositivos cuya utilizacion no requiera la supervision profesional, cuyo manejo sea
sencillo y cuyo coste sea bajo, ha dado lugar al desarrollo de biosensores como
metodologia alternativa a los sistemas de inmunoanalisis clasicos. Desde su aparicion, la
tecnologia biosensora ha encontrado una de sus mayores aplicaciones en el
inmunoanalisis, de manera que en la actualidad los inmunosensores representan una

herramienta muy valiosa en diversos campos.

1.2. Biosensores

Un biosensor se define como un dispositivo analitico de pequefio tamafo
formado por un sistema biologico de reconocimiento especifico inmovilizado, conocido
como bioreceptor (anticuerpos, enzimas, células, DNA, etc.), en contacto con un sistema
transductor (6ptico, electrogquimico, mecanico, etc.) que convierte la interaccion del
elemento bioldgico en una sefial cuantificable [5]. La intima union entre el elemento

bioldgico de reconocimento (bioreceptor), y el transductor, confiere al biosensor una

17



Capitulo 2

gran sensibilidad y selectividad, lo que junto con su capacidad de automatizacién, la
rapidez de su respuesta, facilidad de uso y bajo coste, confieren a esta tecnologia ventajas
obvias frente a los sistemas analiticos convencionales [6]. En la Figura 1.3 se muestra un
esquema general del funcionamiento de un biosensor. Como resultado de la interaccion
especifica entre el analito y el bioreceptor se produce una variacion de las propiedades
fisico-quimicas en la interfase entre el bioreceptor y el transductor, cuya sefial se
cuantifica mediante un sistema electrénico de adquisicion, amplificacion y procesado de

datos.

.
— =
& )

‘ > ¢ ) ¢ 5 < >
Muestra Capa Bioreceptora Transductor Parte electrénica

Figura 1.3. Esquema general de un sistema biosensor.

La historia de los biosensores se remonta al afio 1962 con la invencion de Clark
y Lyon del primer sensor enzimatico utilizado para la determinacion de glucosa en
sangre [7]. Este dispositivo consiste en una enzima glucosa oxidasa (encargada de
catalizar la reaccion de oxidacion de la glucosa) acoplada a un electrodo de oxigeno, el
cual detecta la disminucion de la concentracion de este gas en la muestra como resultado
de la actividad de la enzima. La comercializacién de este biosensor fue realizada por
Yellow Springs Company a partir del afio 1975, lo que supuso un gran impacto en el
campo de la endocrinologia permitiendo a los pacientes diabéticos controlar ellos
mismos sus niveles de glucosa en sangre, tal y como se sigue haciendo hoy en dia. A
partir de entonces la innovacion en este campo ha sido constante, avanzandose en la
investigacidn hacia instrumentos mas sofisticados, especificos y sensibles [8]. Uno de los

grandes avances en el desarrollo de los biosensores y que los ha hecho tan atractivos, ha
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sido el paso de la deteccién del analito mediante una medida puntual, como el caso del
biosensor de glucosa, a dispositivos capaces de monitorizar un analito en tiempo real y
de forma directa (sin necesidad de un marcador), lo que los diferencia de cualquier
analisis bioldgico o clinico convencional que requiere siempre un marcador. Ademas de
simplificar el metodo de analisis, la medida en tiempo real confiere a los biosensores la
posibilidad de realizar, no solo un anélisis cualitativo y cuantitativo, sino también la
posibilidad de evaluar la cinética de la interaccion y por tanto elucidar los mecanismos
fundamentales de la misma [9]. Por otro lado, el avance de la nanotecnologia ha
permitido la miniaturizacién de los biosensores lo que ha supuesto otro paso fundamental
en su desarrollo, favoreciendo no solo la portabilidad de los dispositivos, sino también la
posibilidad de utilizar cantidades de muestra cada vez menores, y de abrir una nueva
linea de desarrollo cuya finalidad es la fabricacion de sistemas “lab-on-a-chip”, donde
todos los compenentes del biosensor se integrarian en un mismo chip [10].

La biotecnologia ha hecho posible obtener receptores biolégicos de muchos
tipos, lo que ha permitido que la utilizacion de los biosensores se extienda a un elevado
namero de sectores, como el medioambiental, agroalimentario, farmacéutico o incluso
militar (en la deteccion de agentes bioterroristas), aunque sin duda, el méas beneficiado es
el sector de la medicina. La rapidez en el analisis, los reducidos volumenes de muestra, el
alto grado de automatizacion y su caracter portatil y desechable, ha hecho de muchos
biosensores indispensables en distintos lugares de atencion médica, permitiendo disponer
de pruebas de atencion al paciente en el mismo momento del diagnostico (POCT: point-
of-care testing) [11].

La monitorizacion del paciente fuera de las horas de las visitas médicas puede
mejorar la eficacia del diagnostico y seguimiento de numerosas enfermedades ademas de
la diabetes. Existe una gran cantidad de biomarcadores que necesitan ser controlados en
muchas situaciones, tales como la proteina C reactiva (PCR), el colesterol o los
marcadores tumorales Antigeno Prostatico Especifico (PSA) y Antigeno de Cancer (CA)
15-3.

En la fabricacién de biosensores se han de considerar diferentes aspectos que

incluyen no solo los referidos a la eleccién del transductor y el bioreceptor, sino también
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al disefio de sistemas de fluidica, la quimica de inmovilizacion de biomoléculas en la
superficie del sensor, el disefio de los ensayos y el andlisis de los datos. Sin embargo,
puesto que la selectividad del biosensor la determina el bioreceptor y la sensibilidad del
mismo depende principalmente del transductor, la adecuada seleccion de ambos
elementos es la tarea mas importante para el éxito del desarrollo del dispositivo. La
eleccion del transductor estd condicionada por el tipo de elemento de reconocimiento
elegido, ya que ¢éste determina cual sera la variacion en las propiedades fisico-quimicas
que ocurra como consecuencia de la interaccion con el analito, las cuales deben ser

aprovechadas optimamente por el transductor.

1.2.1. Tipos de Biosensores: segun bioreceptor y segun transductor

Son multiples los elementos de reconocimiento biologico y sistemas de
transduccion utilizados en el desarrollo de biosensores, asi como las posibles
combinaciones de ambos elementos y aplicaciones en las que pueden emplearse los
distintos biosensores. Esta gran diversidad hace dificil el establecimiento de un criterio
unico para la clasificacion de los mismos. Sin embargo, es bastante comun que esta se
realice en funcion de la naturaleza del proceso biologico que tenga lugar entre el
bioreceptor y el analito, y del mecanismo de transduccion utilizado. Atendiendo al

primer criterio de clasificacion, pueden distinguirse dos grandes grupos:

¢  Biosensores cataliticos: Este tipo de biosensor es el mas conocido y el mas

aplicado. Se caracteriza porque presenta como elemento de reconocimiento un
biocatalizador que utiliza el analito como sustrato, de forma que tras la unién al
mismo se produce una modificacion quimica del analito que hace posible su
deteccion mediante la medida de la desaparicion de algiin co-sustrato, de la
aparicion de algun producto o de los cambio fisicos-quimicos que tengan lugar
durante el proceso catalitico (Figura 1.4.a). En la reaccidbn no se consume
biocatalizador ni resulta modicado, por lo que puede ser utilizado de nuevo. Los
bioreceptores que se emplean son células, secciones de tejidos o enzimas, aunque

estos ultimos son con diferencia los mas utilizados, hasta el punto que se utiliza
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genéricamente el término catalitico para denominar a los biosensores enzimaticos
[12]. La estabilidad frente a las condiciones de temperatura, pH y fuerza i6nica, asi
como el requerimiento en cofactores para la reaccion que cataliza, son
determinantes a la hora de escoger el tipo enzima adecuado. La mayoria de los
biosensores enzimdticos disponibles comercialmente utilizan como elemento de
reconocimiento enzimas oxidorreductasas, que catalizan la transferencia de
electrones entre moléculas, debido a su elevada estabilidad.

Biosensores de afinidad: Este tipo de sensores se basan en la interaccion altamente

especifica del analito con el elemento de reconocimiento sin que exista
transformacion catalitica, sino que se produce una reaccion de equilibrio en la que
se forma un complejo analito-bioreceptor. La formacion del mismo tiene lugar con
un alto nivel de selectividad, mediante un ajuste conformacional perfecto entre
ambas moléculas. Debido a que en estos biosensores no se consume ni se forman
nuevas moléculas, los mecanismos de transduccion utilizados se basan Unicamente
en los cambios fisico-quimicos generados por la unidn analito-bioreceptor, como el
aumento de masa, modificacion de las propiedades Opticas del sustrato (interfase
bioreceptor-transductor), o la produccion de seiales eléctricas asociadas a dicho
acoplamiento. Los principales tipos de biosensores de afinidad son los
inmunosensores (Figura 1.4.b), donde se wutilizan los principios de los
inmunoensayos para la deteccion del analito [13], y los biosensores de ADN (Figura
1.4.c), utilizados para detectar secuencias de ADN, donde el elemento bioreceptor
son cadenas de oligonucleodtidos sintéticas que hibridan por complementariedad con
la secuencia a analizar [14].

Uno de los mayores retos que deben superar este tipo de biosensores es el de

garantizar la especificidad en la deteccion del analito minimizando las uniones no

especificas. La afinidad de la interaccion también determina la reversibilidad de la

reaccion y debe asegurarse que para la disociacion del complejo analito-bioreceptor se

utilicen agentes de regeneracion que no alteren la estructura de la molécula utilizada

como elemento de reconocimiento.
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Figura 1.4. Principales tipos de biosensores en funcion del bioreceptor empleado: A)

Biosensor enzimatico. B) Inmunosensor. C) Biosensor de ADN.

En funcion del tipo de transductor utilizado, los biosensores se clasifican en:

Biosensores electroquimicos: En estos biosensores el mecanismo de transduccidon

ligado al evento de reconocimiento molecular se basa en el proceso de catalisis,
principalmente enzimatico, en el que las especies electroquimicas como electrones,
iones o compuestos con estados de oxidacion variable son consumidos o generados.
El cambio electroquimico registrado es proporcional a la concentracion del analito
que se desea detectar. Son los sensores mas desarrollados hasta el momento debido
a que son simples de fabricar y usar, rdpidos y fiables [15]. Los biosensores
electroquimicos pueden ser conductimétricos, que determinan cambios en la
conductancia asociados con cambios en el contenido ionico de la solucion de
medida [16], potenciométricos, que miden la diferencia de potencial generada por la
reaccion electroquimica entre el analito y el elemento de reconocimiento
manteniendo la corriente constante y utilizando electrodos selectivos para ciertos
iones, e impedimétricos y amperométricos, que determinan corrientes eléctricas
asociadas a reacciones de 0xido-reduccion [17]. Los electrodos amperométricos van
asociados generalmente a las enzimas oxidorreductasas y en ellos se determina el
flujo de electrones redox que se producen en las reacciones catalizadas por dichas
enzimas. Los biosensores amperométricos son los mas desarrollados vy
comercializados, siendo el biosensor de glucosa (Figura 1.5) el maximo exponente

de esta tecnologia. Por ultimo, las propiedades quimicas y eléctricas de los
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nanotubos de carbonos, caraterizados por su gran complejidad electronica, los hacen
excelentes candidatos como transductores electroquimicos y son utilizados en el

desarrollo de biosensores con distintas aplicaciones.

a) b)
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Figura 1.5. Sensor de Glucosa. A) Dispositivo comercializado por U.S. Diagnostics y (b)

esquema del principio deteccion del biosensor.

Biosensores Micro/nanomecdnicos: Emplean micropalancas semejantes a las del

microscopio de fuerzas atomicas (AFM), sobre cuya superficie se inmoviliza el
bioreceptor. La interaccion entre el elemento de reconocimiento y el analito produce
una respuesta de tipo nanomecanico que consiste en un cambio de la deflexion y/o
de la frecuencia de resonancia de la micropalanca [18]. La deteccion de la respuesta
nanomecanica puede realizarse en modo estatico o en modo dinamico. En el modo
estatico la magnitud que se mide es la deflexion de la micropalanca que tiene lugar
como consecuencia del cambio de tension superficial producido por la uniéon del
analito con el elemento de reconocimiento inmovilizado sobre un lado de la
micropalanca (Figura 1.6). En el modo dindmico lo que se mide es la frecuencia de
resonancia, que depende tanto de la tension superficial como del cambio de masa.
Las caracteristicas de la deteccion favorecen la determinacion directa del analito ya
que no es necesario el marcaje de las moléculas. Este hecho también determina que

en estos biosensores la deteccion del analito se lleve a cabo mediante un tipo de
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interaccion biologica de afinidad, utilizdndose generalmente como bioreceptores

anticuerpos o ADN.

Detector de posicion

Fuente de luz

Micropalanca de Si eq" ) =

~~ 100 uM

-

Deflexion R

Figura 1.6. Representacion esquematica del principio de deteccion de los

biosensores mecanicos basados en la deflexion de una micropalanca de Si.

Biosensores Opticos: Se utilizan transductores Opticos donde se mide las

variaciones que se producen en las propiedades de la luz cuando tienen lugar una
reaccion de reconocimiento molecular sobre la superficie del transductor [19]. El
sistema basico de medida consiste en una fuente de luz, un transductor y el detector,
y pueden utilizarse tanto bioreceptores cataliticos como de bioafinidad. Este tipo de
biosensores presenta indudables ventajas con respecto a los electroquimicos como
por ejemplo un mayor nivel de sensibilidad, el no ser necesarios electrodos de
referencia, la inmunidad ante interferencias eléctricas, su menor tamafio y mayor
versatilidad. Por estas razones, su uso se ha extendido en los Gltimos afios, siendo
en la actualidad los dispositivos biosensores mas utilizados en la determinacion de
interacciones inmunoldgicas o de hibridacion de secuencias de oligonucledtidos.
Los biosensores Opticos pueden dividirse en dos grandes grupos:
Bio-optropos. En este grupo de biosensores se utiliza una guia de ondas
(generalmente una fibra Optica) para conducir la luz al area sensora y esta es
posteriormente recogida a su salida, tras interaccionar con el complejo analito-
bioreceptor [20]. Este tltimo se localiza en la salida de la fibra, con lo que su
union al analito produce un cambio cuantificable en las propiedades Opticas del

transductor (absorcion, fluorescencia, indice de refraccion, bioluminiscencia o
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dispersion). En este tipo de dispositivos, es necesaria la utilizacion de marcadores
Opticamente activos como colorantes sensibles al pH o a la concentracion de
oxigeno, moléculas fluorescentes, moléculas bio- o quimio-luminiscentes.

Basados en campo evanescente: Estos biosensores hacen uso de la forma
particular en que las ondas electromagnéticas se pueden confinar en determinados
medios, dieléctricos o metalicos. En este tipo de biosensores la propiedad optica
mas utilizada para detectar interacciones moleculares es el indice de refraccion.
En este grupo se incluyen los biosensores Opticos mas numerosos, los cuales
comparten dos caracteristicas: la utilizacion de algin tipo de modo electro
magnético guiado y el principio de deteccion de campo evanescente. Existen dos
modos de guiar y confinar las ondas electromagnéticas: i) mediante guias de onda
convencionales, como es el caso de los interferometros Mach-Zehnder (MZ1) [21]
6 ii) en la intercara de un dieléctrico y un metal, como es el caso de los
biosensores de resonancia de plasmoén superficial (SPR) [22]. En ambos casos la
luz se transmite por mdltiples reflexiones internas a lo largo de la guia, que
consiste en una capa de alto indice de refraccion situada entre dos capas de
materiales de menor indice de refraccion. Aunque esta transmision tiene lugar en
condiciones de reflexion interna total (TIR), parte del campo electromagnético
confinado en la guia se propaga en el medio que envuelve a la misma dando lugar
a lo que se denomina onda evanescente. La longitud de penetracion de la onda
evanescente estd comprendida entre 50-500 nm y ofrece una oportunidad Unica e
ideal para medir cualquier reaccién bioquimica que tenga lugar en su interior. Si
se inmoviliza un recepetor biolégico sobre la guia de ondas y se expone esta
superficie a una solucion con el analito, la interaccion bioldgica que tenga lugar
modificara las propiedades épticas de la luz (absorcién, dispersion, indice de
refraccion, etc.), que serdn detectadas por la onda evanescente (Figura 1.7). La
intensidad de la onda evanescente es maxima en la intercara entre el nacleo de la
guia y el medio adyacente, y decae exponencialmente con la distancia a la misma,
por lo que la senbilidad del sensor es maxima donde se inmoviliza el bioreceptor.

Esta propiedad hace posible que sélo se puedan detectar cambios que se
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produzcan en la superficie de la guia, por lo que la interferencia de otras
sustancias de la disolucion es minima. Esto hace que este tipo de dispositivos sean
ideales para la deteccion de analitos mediante métodos de afinidad, ya que en
ellos se minimiza la interferencia de otras sustancias presentes en la muestra, sin
que ademas sea necesaria la utilizacién de ningun tipo de marcador molecular
[22]. Por ello, en las ultimas dos décadas, los biosensores opticos de campo
evanescente se han convertido en herramientas indispensables para el andlisis e
identificacion (en tiempo real y con un alto grado de sensibilidad y selectividad)
de especies quimicas o biologicas. EI SPR es el biosensor éptico mas conocido y
utilizado debido fundamentalmente a su mejor combinacion entre simplicidad y
sensibilidad. El trabajo desarrollado durante esta tesis doctoral se ha basado en la
biofuncionalizacién de este Gltimo tipo de biosensor con anticuerpos, para su uso
como inmunosensor en distintas aplicaciones, por lo que en el siguiente apartado

se describira en detalle el funcionamiento del dispositivo.
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Figura 1.7. Representacion del mecanismo de deteccion del biosensor ptico

de onda evanescente.

1.3. Inmunosensores de Resonancia de Plasmon Superficial

Los biosensores SPR, basados en el principio de resonancia de plasmon
superficial, estan especialmente disefiados para la monitorizacion de interaciones
biomoleculares y para la deteccion selectiva y cuantitativa de sustancias quimicas y

bioldgicas de forma directa, sin necesidad de marcadores. Asi pues, estos sistemas de
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analisis proporcionan informacion tanto de la especificidad, cinética y afinidad de la
interaccion molecular, como de la concentracion del analito de interés. La posibilidad de
deteccion en tiempo real y sin marcaje junto con la gran versatilidad de los biosensores
SPR, que pueden ser aplicados para el estudio de infinidad de tipo de uniones
(incluyendo las conocidas Ag-Ac y DNA-DNA) ofrecen grandes ventajas sobre los
métodos de analisis convencionales.

El fenomeno de la resonancia de plasmon superficial (SPR) fue descrito por
primera vez por Otto [23] y Kretchmann en 1968 [24], sin embargo, su aplicacion en el
campo de los biosensores no se demostro hasta 1983, por Liedberg [25]. Los plasmones
superficiales son oscilaciones colectivas de los electrones de la banda de conduccion de
un metal que pueden excitarse cuando el metal se encuentra en contacto con un medio
dieléctrico y se hace incidir sobre la superficie del metal un rayo de luz polarizada [26].
Esta excitacion optica de los plasmones superficiales conocida como resonancia de
plasmon superficial, solo se produce en un angulo de incidencia de luz determinado,
denominado angulo de resonancia, en el que la intensidad de la luz reflejada disminuye
hasta un minimo, que se representa mediante una curva, denominada curva de
resonancia, que relaciona el angulo de resonancia con respecto a la reflectancia. Cuando
se alcanza la condicion de resonancia se produce el acoplamiento entre el vector de onda
de luz incidente (k,) y el vector de onda de plasmon superficial (k). En esta situacion la
componente paralela a la superficie del vector de ondas de luz incidente (k,,) es igual al

vector de onda de plasmoén superficial y su formula sera:

donde w es la frecuencia angular, c es la velocidad de la luz en el vacio, # es el angulo
de incidencia, 4 es la longitud de onda, &, es la permitividad (constante dieléctrica) del
metal y &, es la permitividad del dieléctrico. De esta ecuacion puede deducirse que para
que se produzca la propagacion de la resonancia de plasmén superficial las
permitividades &, y & han de tener signos opuestos y &, < -£;. Esta condicién sélo se

cumple al utilizar metales como el oro, la plata y el aluminio y frecuencias de la
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radiacion incidente en la zona entre el visible y el infrarrojo. EIl grosor de la capa de
metal es critico para el valor del minimo de reflectancia y depende de las constantes
Opticas del medio y de la longitud de onda de la luz incidente [26]. Para el oro, el grosor
dptimo es 45 nm a una longitud de onda de 790 nm.

Existen varias formas de excitacion del plasmén superficial para conseguir la
condicion de resonancia, entre las que se incluye el uso de prismas de acoplamiento,
guias de ondas o redes de difraccion. La utilizacién de prismas de acoplamiento,
conocida como configuracion de Kretschmann [24], constituye el método mas
estandarizado para la excitacion éptica debido a su simplicidad. En esta configuracion la
superficie transductora esta4 formada por una fina capa de oro de alrededor de 45 nm de
espesor depositada mediante evaporacion del metal sobre la cara plana de un prisma de
cristal, o bien sobre un portaobjetos de vidrio épticamente acoplado al prisma a través de
un aceite con el mismo indice de refraccion que el del primero. Este aceite se utiliza para
igualar el indice de refraccion en la interfase que se forma entre el prisma y la lamina de
vidrio con el oro depositado. Al incidir sobre la capa metéalica, a través del prisma, un
haz de luz de una longitud de onda apropiada, parte de la luz se refleja y parte se propaga
por el metal produciendo una onda o0 campo evanescente que excita los plasmones de la
superficie de oro (Figura 1.8). El angulo de resonancia es fuertemente dependiente del
indice de refraccion del medio dieléctrico localizado en la regién del campo evanescente.
El uso del fendmeno SPR con fines analiticos se debe a la posibilidad de inmovilizar un
elemento de reconocimiento adecuado sobre la superficie de oro, ya que la interaccién
del bioreceptor inmovilizado y un determinado analito da lugar a un cambio en el indice
de refraccion del medio que produce un desplazamiento de la posicidon angular a la que
tiene lugar el fendbmeno de resonancia (cambio del angulo de resonancia), o lo que es lo

mismo, un desplazamiento de la curva de resonancia.
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Figura 1.8. Modo de operacién de un inmunosensor SPR basado en la configuracion

de Kretschmann.

La configuracion de Kretschmann permite utilizar dos modos de medida,
siguiendo la variacion del angulo de acoplamiento al que tiene lugar la resonancia, o la
variacion de la intensidad de luz reflejada a un dngulo fijo (Figura 1.9). Para medir en el
primer modo es necesario que la muestra y el detector se encuentren fijos en una
plataforma rotatoria y la condicion de resonancia se observa como un minimo agudo en
la reflectancia de la luz cuando el 4ngulo de incidencia varia. Durante una interaccion
biomolecular se produce un cambio en la curva de resonancia que se puede relacionar
cuantitativamente con el analito que se ha detectado. En este método es necesario
registrar las curvas de resonancia completas por lo que la informacion sobre el evento
bioquimico se obtiene una vez que este ya ha tenido lugar. A diferencia de este método
de medida, el segundo modo de medida permite detectar las interacciones moleculares en
el mismo instante en que se estan produciendo. Esto es posible porque se registra de
forma continua la luz reflejada a angulo fijo. El angulo de trabajo se selecciona a media
distancia del minimo de reflectancia, que es la zona de mayor pendiente de la curva de

resonancia, y por tanto la que proporciona una mayor sensibilidad. Cuando la molécula
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de analito se une al elemento de reconocimiento inmovilizado en la superficie sensora se
produce un cambio en el indice de refraccion, que se detecta en tiempo real por medio de

la variacion de la reflectancia.
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Figura 1.9. Respuesta del sensor de SPR al cambio de indice de refraccion midiendo la
intensidad de luz reflejada (a) en funcidn del angulo de incidencia y b) en funcion del tiempo a

un &ngulo de incidencia fijo.

La resolucion en indice de refraccion de los sensores de SPR con acoplamiento
por prisma esta entre 10° y 10° RIU (unidades de indice de refraccion, de inglés
refractive index units) [27]. Esto significa que el limite de deteccion actual de los
dispositivos de SPR esta en 1 pg/mm2 de material analizado.

Las técnicas de analisis clinicos convencionales son relativamente lentas debido
a los procedimientos indirectos que utilizan, que pueden llegar a ser muy laboriosos. El
potencial que presentan los biosensores SPR para detectar interacciones biomoleculares
en tiempo real y con una alta sensibilidad, unido a su versatilidad, que permite que
puedan ser aplicados al estudio de numerosos tipos de uniones, utilizando escasos
voliumenes de muestra y sin la necesidad de ningin tipo de marcaje, hace que
actualmente el SPR juegue un papel central en el estudio de la cinética, afinidad y
especificidad de interacciones biologicas entre distintas especies moleculares.

Sin embargo, no todos los experimentos son posibles, el uso de un biosensor
SPR lleva intrinsecamente una serie de ventajas e incovenientes que deben evaluarse a

fin de justificar la viabilidad del mismo. A continuacion se resumen estas caracteristicas:
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Ventajas:

Versatilidad: Pueden detectar cualquier tipo de analito siempre y cuando
exista inmovilizado su correspondiente elemento de reconocimento. Esto
permite analizar un amplio rango de especies, que abarca desde pequefios
péptidos hasta anticuerpos, virus y bacterias. Se han aplicado tanto al
estudio de interacciones antigeno-anticuerpo como ligando-receptor o
hibridaciones de ADN.

No se utilizan marcadores: No hace falta ningun tipo de marcador para
detectar la unidn analito-receptor. La muestra queda libre de estos reactivos
abaratando los costes del experimento y evitando cualquier posible
interferencia en la interaccion bioldgica.

Analisis mas rapidos: Debido al hecho de que se pueden detectar las
interacciones a tiempo real, se pueden determinar rapidamente los
mecanismos responsables de dicha reaccion.

Amplio rango dindmico: Se pueden medir concentraciones que se
encuentren por debajo de 10° M, llegando incluso a detectarse niveles del
orden de 10" M.

Reducido volumen de muestra para el analisis, con pocos microlitros pueden
realizarse medidas.

Reversibilidad: Siempre que la molécula receptora permanezca estable tras
el uso de soluciones de regeneracion es posible reutilizar la superficie
sensora.

Flexibilidad, como herramienta de analisis cuantitivo, determinacién de
afinidad de ligandos y estudios cinéticos, tanto como plataforma de

investigacion como para su uso en analisis rutinarios.

Desventajas:

Inespecificidad de la deteccion. Dependiendo de la calidad del receptor y de
la preparacion de la capa receptora formada en la superficie, puede
presentarse el fendémeno de reactividad cruzada, por el que el elemento de

reconocimiento puede unirse a diferentes moléculas presentes en la muestra.
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¢ Limitacion en el tamafio molecular del analito. Debido a las caracteristicas
inherentes del mecanismo fisico del SPR existen dificultades para detectar
analitos de peso molecular inferior a 5 kDa, aunque esta limitacion se puede
solventar utilizando el formato de ensayo de inhibicion (ver apartado 1.3.1).

El éxito de los biosensores SPR se ve reflejado en el aumento de estos sistemas
disponibles comercialmente (Tabla 1.1). Actualmente son comercializados por mas de
doce compafiias a nivel mundial [28]. Especial mencion merece el biosensor SPR
comercializado por Biacore bajo diferentes modelos, que domina este mercado desde que
introdujo el primero de estos dispositivos en 1990. Ademas, diversos grupos de
investigacion distribuidos por todo el mundo han disefiado biosensors SPR portables de
acuerdo con sus necesidades experimentales, que a diferencia de los dispositivos
comerciales no requieren una instrumentacion muy sotisficada.

Desde que la técnica de SPR se aplico por primera vez en el biosensado de la
interaccion antigeno-anticuerpo, la investigacion y el desarrollo tecnoldgico de los
inmunosensores ha experimentado un crecimiento exponencial. Los métodos de didlisis
de equilibrio utilizados convencionalmente para medir la afinidad de los anticuerpos por
sus antigenos han sido superados desde la aparicion de esta técnica, mucho mas sensible,
rapida y practica. Ademas de permitir la medida de constantes de afinidad, los
inmunosensores SPR pueden utilizarse para determinar la velocidad de las reacciones
antigeno-anticuerpo, asi como para determinar la presencia de un determinado
compuestos en muestras de matriz compleja a niveles de concentracion del orden
nanomolar. Los inmunosensores SPR representan actualmente uno de los métodos de
deteccion de la unioén antigeno-anticuerpo mas prometedores, y su uso en el diagnositco
de diferentes enfermedades y en la investigacion biomédica continia en aumento [29]. El
interés en el desarrollo y aplicacion de los inmunosensores SPR se debe a diferentes
motivos entre los que se incluye la gran sensibilidad, selectividad, rapidez y fiabilidad
de sus andlisis, y en especial a su potencial para la realizacion de andlisis tanto in-situ
como in-vivo gracias a la posibilidad de la miniaturizaciéon y portabilidad de los
dispositivos [30]. Son muchas las areas de aplicabilidad de estos inmunosensores hoy

dia, incluyendo la ingenieria molecular, andlisis de alimentos, diagndstico clinico,
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protedmica, monitorizacion medioambiental, bacteriologia, virologia y deteccion de

armas biologicas [31].

Tabla 1.1. Biosensores SPR presentes en el mercado en el afio 2008

Compainiia Instrumento Pais
Biacore A100
Biacore T100
Biacore X100
Biacore Flexchip
Biacore Biacore C Suecia
Biacore Q
Biacore J
Biacore 3000
Biacore X
Sensata Technologies Spreeta Estados Unidos
SensiQ
ICx Nomadics SensiQ Pioneer Estados Unidos
SensiQ Discovery
Optrel Multiskop Alemania
Reichert Analytical SR-7000 DC .
nstruments SR-7000 Estados Unidos
Plasmonic Biosensor AG Plasmonic Alemania
. Autolab Springle
Eco Chemie Autolab Esprit Holanda
DKK-TOA Corp SPR-20 Japén
Analytical m-Systems Biosuplar 6 Alemania
Sensia B-SPR Espafia
GWC Technologies SPRimager 11 Estados Unidos
IBIS Technologies IBIS-iSPR Holanda
. SPRIi-Plex .
GenOptics SPRi-Lab+ Francia
Bio-Rad ProteOn XPR36 Israel
FujiFilm AP-3000 Estados Unidos
BiOptix BiOptix 207B1 Estados Unidos

1.3.1. Seleccidn del Bioreceptor

Los inmunosensores SPR estan basados en el principio de los ensayos de fase

solida (como los ensayos tipo ELISA), donde los inmunoreactivos se inmovilizan en un
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soporte sdlido, de forma que la interaccion tiene lugar en la interfase sélido-liquida. Uno
de los mayores desafios en la fabricacién de un inmunosensor es la inmovilizacién del
anticuerpo o el antigeno sobre la superficie sensora, puesto que la eficiencia con la que se
lleve a cabo este proceso es crucial para conseguir un inmunosensor fiable y sensible. El
disefio del inmunoensayo determina cual de las dos moléculas, antigeno oanticuerpo, ha
de inmovilizarse, lo que condiciona la eleccion del método de inmovilizacion adecuado.
Los tipos de formatos de ensayo que suelen utilizarse en los inmunosensores SPR son los
formatos no competitivos directo e indirecto (tipo sandwich), y el formato competitivo
[32]. El primero se basa en la inmovilizacion de un anticuerpo con el que se lleva cabo la
deteccion directa del analito cuando se produce la union entre ambos. Esta modalidad no
existe en las técnicas de inmunoensayo convencionales, puesto que se requiere de un
segundo anticuerpo que revele la presencia del inmunocomplejo formado mediante un
ensayo sandwich. Este Gltimo es también utilizado en los inmunosensores para la
amplificacion de la respuesta obtenida en la deteccidon del analito mediante el ensayo
directo. El tercer formato, utilizado con frecuencia en el disefio de los inmunosensores
SPR, es el competitivo. En este tipo de ensayo se inmoviliza el analito o un analogo del
mismo, y la muestra a analizar se incuba con una cconcentracion de anticuerpo
previamente determinada. La presencia del analito en la muestra inhibe la union del
anticuerpo al analito inmovilizado en la superficie del sensor, por lo que la respuesta del
SPR es inversamente proporcional a la concentracion de analito. De todos los tipos, el
inmunoensayo directo representa el método mas rapido y sencillo, puesto que la
deteccion del analito se lleva a cabo en un Unico paso y la respuesta del SPR es
directamente proporcional a la concentracion del mismo. Ademas el consumo de
reactivos, en especial de anticuerpos, es mucho menor, lo que reduce considerablemente
los costes. Sin embargo, hay que considerar dos limitaciones en este tipo de
inmunoensayo. Una de ellas esta relacionada con el tamafio del analito, puesto que la
union al anticuerpo de moléculas con un tamafio menor de 10000 Da genera un cambio
de indice de refraccion muy pequefio, dificil de detactar mediante la técnica SPR
(apartado 1.3). En el formato sandwich se reduce el tamafio minimo detectable a 5000
Da, puesto que el uso de un segundo anticuerpo para la deteccién del analito amplifica la

sefial obtenida, mientras que en el formato competitivo en el que el analito se detecta de
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forma indirecta mediante el uso de un derivado del mismo de alto peso molecular, no hay
restricciones en el tamafio del analito [22]. La segunda limitacion esté relacionada con la
estabilidad conformacional de los anticuerpos que debido a su compleja estructura,
formada por la asociacion de distintas subunidades, resulta muy vulnerable a cambios
fisico-quimicos del medio. Esta condicion limita el uso de soluciones de pH extremos
para la regeneracion de la superficie sensora y con ello la reutilizacion de
inmunosensores basados en el uso de anticuerpos como bioreceptores [33, 34]. Asi pues,
la eleccion de uno u otro formato de ensayo, depende de la aplicacion del inmunosensor.
Segun el tipo de determinacion analitica, especialmente en el campo de la medicina, no
interesa la reutilizacion del chip sensor, o impera la rapidez y sencillez de la prueba sobre
la reutilizacién del mismo, por lo que resulta mas interesante el uso de inmunosensores
en el que se utilizan anticuerpos como bioreceptores. Por otro lado, el tamafio del analito
a detectar también impondra el tipo de inmunosensor que se pueda emplear, de manera
que en la determinacién de pesticidas, toxinas u otras sustancias contaminantes de
pequefio peso molecular requeriran el uso de inmunosensores que empleen formatos de
ensayo competitivo.

El éxito del proceso de inmovilizaciobn del bioreceptor depende
fundamentalmente de la estabilidad funcional de la molécula, del grado de impedimento
estérico que se produzca durante su inmovilizacion y de la orientacion que ésta presente
sobre la superficie sensora. Ademas, la prevencion de la adsorcion inespecifica de otras
moléculas sobre la superficie sensora es fundamental, y cobra especial importancia
cuando se trabaja con muestras reales de origen biomédico o medioambiental, donde un
analito en bajas concentraciones ha de ser detectado dentro de una mezcla de distintos
compuestos de mucha mayor concentracion. Estos cuatro factores limitan la
funcionalidad de la superficie sensora y con ello la sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad del inmunosensor. Exceptuando la prevencion de uniones inespecificas,
igualmente critica en el proceso de inmovilizacion del anticuerpo y del antigeno, el resto
de factores que condicionan el éxito del inmunoensayo son especialmente importantes
cuando se inmoviliza el anticuerpo en lugar del antigeno. Este hecho se explica por

varios motivos. De igual manera que la estructura conformacional del anticuerpo es
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menos estable que la del antigeno ante cambios extremos de pH, también lo es frente a
las modificaciones quimicas propias del proceso de inmovilizacion. La posible alteracion
estructural de la molécula es mucho mas critica en el caso del anticuerpo, puesto que la
pérdida de actividad biolégica del mismo repercute directamente en su capacidad de
union al analito, por lo que tiene un impacto directo sobre la sensibilidad del
inmunosensor. Por otro lado, el gran tamafio del anticuerpo es responsable de que el
fendmeno de impedimento estérico entre moléculas durante su inmovilizacion se
manifieste en mayor medida en este caso. Por Gltimo, el control de la orientacion de la
molécula receptora durante su inmovilizacion es mucho méas importante en el caso del
anticuerpo debido a su estructura asimétrica [35]. La presencia de distintos grupos
funcionales altamente repetidos a lo largo de su estructura, que representan posibles
puntos de anclaje del anticuerpo a la superficie sensora, puede impedir la adecuada
inmovilizacion del mismo a través Unicamente de su region Fc, dejando libre la region
Fab responsable del proceso de reconocimiento del analito [36]. Muchos estudios
demuestran que la inmovilizacion con una orientacion al azar de los anticuerpos reduce
notablemente la capacidad de union al antigeno de la superficie sensora con respecto a
cuando los anticuerpos estdn orientados adecuadamente (Figura 1.6), vy
consecuentemente  disminuye la sensibilidad del inmunosensor [37, 38]. En la
inmovilizacion orientada la actividad del anticuerpo solo resulta afectada por el
impedimento estérico al que esté sometido [39].

Debido a la notable influencia de los factores descritos sobre la eficiencia de la
inmovilizacion de anticuerpos, la eleccion de un método de inmovilizacién adecuado con
el que se consiga una alta densidad de anticuerpos correctamente orientados, que
preserve lo méas posible la funcionalidad de los mismos, y que minimice el efecto del
impedimento estérico entre moléculas, es un reto en el desarrollo de inmunosensores

basados en anticuerpos como bioreceptores.

1.4. Meétodos de inmovilizacidn de anticuerpos en superficies de Au

Convencionalmente, la inmovilizacion de los anticuerpos sobre una superficie

sensora se ha llevado a cabo mediante la adsorcién fisica de la molécula o mediante la
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unién covalente de la misma a la superficie previamente modificada quimicamente. En el
caso de la unidn covalente, el anticuerpo se ha inmovilizado, bien mediante la formacién
de una matriz de dos dimensiones, por medio de monocapas autoensambladas, o bien
mediante una matriz tridimensional, generalmente usando hidrogeles de dextrano
carboximetilado.

La superficie de oro limpia muestra una gran tendencia a la adsorcion y
desnaturalizacion de las proteinas, por lo que el uso generalizado de la fisisorcion del
anticuerpo como método de inmovilizacion a pesar del impacto que la desnaturalizacion
del mismo pueda tener sobre la sensibilidad del inmunosensor, se debe a su rapidez y
simplicidad, ya que no requiere que la superficie sea modificada previamente y la union
sucede de forma directa a través de interacciones hidrofobicas y electrostaticas. Pero
debido a la inespecificidad de la union esta resulta débil, y por tanto, poco estable ante
variaciones de pH, temperatura, fuerza idnica o ante la naturaleza quimica del
microambiente, por lo que la pérdida de anticuerpo inmovilizado se produce con
facilidad, disminuyendo considerablemente la reproducibildad del inmunosensor. Por
otro lado, el escaso control sobre el proceso de inmovilizacion que caracteriza a esta
estrategia conduce a una orientacion al azar del anticuerpo y a una probable formacién de
multicapas, lo que reduce no solo la reproducibilidad, sino también la sensibilidad final.

Los problemas de la inmovilizacién del anticuerpo mediante fisisorcion se han
visto superados con el desarrollo de la técnica basada en el autoensamblaje de moléculas
alquilicas con un grupo tiol en un extremo sobre la superficie de oro, la cual ha permitido
inmovilizar los anticuerpos de forma covalente. La formacion espontanea de monocapas
de moléculas tioladas, conocidas como SAMs (self assembled monolayers), esta dirigida
principalmente por la coordinacion entre los tioles o disulfuros y el oro, acompafiada de
interacciones de Van der Waals entre las cadenas alquilicas [40]. Las moléculas se
disponen de forma extremadamente ordenada, y orientadas sobre la superficie sensora
con un angulo de inclinacion aproximado de 30° (Figura 1.10), dando lugar a monocapas
uniformes y compactas. Desde que la formacion de las SAMs fue descrita por primera
vez por Nuzzo y Allara en 1983 [41], las monocapas de tioles sobre oro, especialmente

alcanotioles, son el sistema autoorganizado mas extensamente estudiado. La
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funcionalizacion de los alcanotioles con un grupo reactivo en un extremo ha permitido la
inmovilizacion del anticuerpo mediante su union covalente a la SAM de la superficie, la
cual reduce ademas las uniones inespecificas y protege a las biomoléculas del contacto
con la superficie, que podria desnaturalizarlas [42]. La variedad de grupos funcionales y
de longitudes de cadena hidrocarbonada que puede presentar un alcanotiol permite una
gran versatilidad en el disefio del inmunosensor [43-45]. El uso de SAMs mixtas
formadas por un alcanotiol con un grupo reactivo, diluido con uno que presenta un grupo
funcional inerte, permite controlar la densidad de puntos de unién del anticuerpo a la
superficie [46-48]. El alcanotiol no reactivo, que se utiliza en una fraccion molar
considerablemente mayor que el reactivo, ejerce una funcion de molécula espaciadora
por lo que variando la relacion entre ambos tioles pueden conseguirse distintas
densidades y distribuciones del anticuerpo sobre la superficie. De esta forma la
introduccion del segundo tiol en la monocapa permite minimizar el impedimento estérico
entre las moléculas de anticuerpo, especialmente cuando presenta una cadena alquilica de
menor longitud que el tiol utilizado para la union de este Gltimo [49]. Ademas, el uso de
SAMs mixtas, especialmente aquellas formadas por alcanotioles de cadena larga para el
anclaje del anticuerpo, e hidroxialcanotioles de cadena corta como molécula espaciadora,
ha demostrado que aumenta la prevencion de la desnaturalizacion de proteinas y de las
interacciones inespecificas, en comparacion con las SAMs compuestas por un unico tiol

[49, 50].

grupo funcional
—_— reactivo

f;‘ i }'f FELF ,"f i//.. cacena i

grupo tiol

Superficie de oro

Figura 1.10. Representacion grafica de una SAM mixta sobre una superficie de oro.

Basandose en el concepto de monocapas autoensambladas formadas a partir de
la adsorcion de alcanotioles funcionalizados para el anclaje del anticuerpo, e
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hidroxialcanotioles, se han creado hidrogeles de dextrano carboximetilado sobre la
superficie sensora. El polimero de dextrano forma una malla o entramado que confiere la
estructura tridimensional hidrofilica que caracteriza al hidrogel. Estos geles se
inmovilizan sobre la superficie de oro utilizando la quimica de las SAMs.
Posteriormente, la union del anticuerpo puede llevarse a cabo utilizando diferentes
estrategias, siendo la mas comun la inmovilizacién covalente a traves de los grupos
amino del anticuerpo [51]. Las principales diferencias con las SAMs de alcanotioles es
que la naturaleza 3D vy la flexibilidad del hidrogel permiten que se inmovilice una mayor
cantidad de moléculas de anticuerpo, y que el mayor caracter hidrofilico del mismo
aporta a la superficie sensora mayor resistencia a la fisisorcion inespecifica de otras
proteinas [52]. En la préctica, aunque la estructura tridimensional de los hidrogeles de
carboxidextrano permite que se obtenga una mayor densidad de inmovilizacién (debido a
una mayor cantidad de puntos de union disponibles, estas superficies presentan algunas
desventajas asociadas a efectos estéricos relacionados con la falta de control sobre la
distribucion del anticuerpo en la superficie [53].

La construccion de capas estables, con una densidad controlada, evitando la
formacion de multicapas y consiguiendo asi estructuras mas reproducibles, son las
principales ventajas que presenta la inmovilizacion covalente del anticuerpo. El proceso
de unién covalente generalmente se lleva a cabo por medio de la formacién de un enlace
entre los grupos electrofilicos como carboxilos y aldehidos en la superficie, y los grupos
nucleofilicos, como aminos o tioles, presentes en los aminoacidos de la molécula de
anticuerpo. La via de inmovilizacion mas comdn utiliza el enlace carboxilo-amino, y
recibe el nombre de acoplamiento amino. La reaccion consiste en la activacion del &cido
carboxilico terminal del alcanotiol de la SAM mediante carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS), lo que da lugar a la formacion de un compuesto intermediario
que reacciona con un grupo amino del anticuerpo estableciéndose la unién covalente del
mismo al alcanotiol (Figura 1.11). EI gran incoveniente de este método es que no permite
controlar la orientacion de los anticuerpos puesto que los grupos funcionales utilizados
para establecer el enlace se repiten a lo largo de su estructura, como es el caso del grupo

amino de los residuos de lisina presentes por toda la superficie del anticuerpo, por lo que
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este puede unirse a la superficie por multiples sitios y por tanto orientado de distintas

maneras [54].
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Figura 1.11. Representacion esquematica del proceso de inmovilizacion covalente

(acoplamiento amino) del anticuerpo.

Debido a la importancia de controlar la orientacién del anticuerpo para preservar
su capacidad de reconocimiento molecular, se han desarrollado numerosas estrategias de
inmovilizacioén alternativas al método covalente convencional. El uso de estrategias
covalentes para conseguir que la zona de reconocimiento del analito sea accesible al
mismo se reduce a los casos en que no se inmoviliza el anticuerpo en su forma nativa,
sino una forma oxidada del mismo, o bien, fragmentos en lugar del anticuerpo completo.
En el primer caso, se lleva a cabo un proceso de oxidacion del anticuerpo para obtener a
partir de los radicales glucidicos de la molécula, grupos aldehidos a través de los cuales
el anticuerpo es inmovilizado covalentemente sobre la SAM de la superficie [55]. Puesto
que los carbohidratos del anticuerpo se localizan todos en la regién Fc del mismo,
mediante este método se consigue una inmovilizacion sitio-especifica, que deja libre la
region Fab para la posterior union del analito (Figura 1.12). Los principales
inconvenientes que presenta esta estrategia es que su uso esta limitado a los anticuerpos
que contengan radicales glucidicos en su molécula [56], y que la oxidacion de esta es un
proceso quimico agresivo que puede conducir a una pérdida de funcionalidad del

anticuerpo [57]. Por su parte la inmovilizacion de fragmentos del anticuerpo se basa en
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que su region Fab, que contiene la funcion de union al antigeno, puede obtenerse
mediante una digestion enzimatica seguida de una reduccion quimica de la molécula.
Este fragmento conserva un grupo sulfidrilo estructuralmente opuesto al sitio de unién al
antigeno. Mediante el uso de un agente entrecruzador especifico para la union del grupo
tiol a la SAM de la superficie, o bien, mediante la union directa del tiol al oro, se
inmoviliza exclusivamente la region Fab del anticuerpo, ya sea el fragmento completo o
bien los fragmentos univalentes F(ab”) [58] (Figura 1.13). Sin embargo, al igual que la
unién del anticuerpo a través de sus grupos glucidicos, esta estrategia de inmovilizacién
requiere tratamientos quimicos agresivos que pueden dar lugar a una alteracion funcional

de la molécula.
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Figura 1.12. Inmovilizacion covalente del anticuerpo previamente oxidado. A) Oxidacion de los
grupos carbohidratos e (b) inmovilizacion del anticuerpo a través de los grupos aldehidos

generados en su estructura.
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Figura 1.13. Inmovilizacion del anticuerpo a través de su region Fab. A)
Digestion enzimatica e (b) inmovilizacion directa de la region Fab mediante

la unién de sus grupos SH al oro.

El resto de métodos empleados para la inmovilizacién orientada de anticuerpos
se basan generalmente en una interaccion de afinidad. Son muchas las técnicas
empleadas en este tipo de inmovilizacion y la gran mayoria requiere la modificacion
quimica o genética del anticuerpo en su forma nativa, de manera que la inmovilizacion
tiene lugar gracias a la alta afinidad entre una molécula unida al anticuerpo y su pareja
anclada a la superficie sensora [59]. Uno de los sistemas de afinidad mas utilizados es el
par biotina/estreptavidina. La afinidad de unién entre ambas moléculas es la mas alta
conocida en la naturaleza (K,=10"> M), por lo que esta pareja resulta una herramienta de
gran utilidad en numerosas aplicaciones bioldgicas, y representa la técnica de marcaje,
secuestro y separacion mas utilizada en el laboratorio. La funcionalizacion de la
superficie sensora con la molécula de estreptavidina permite el anclaje del anticuerpo,
conjugado previamente con biotina, con una fuerza comparable a la de un enlace
covalente [60, 61].

La union de la estreptavidina a la SAM de la superficie puede llevarse a cavo via
acoplamiento amino, o si se utiliza una monocapa biotinilada, a través de la interaccion
con biotina. La estructura simétrica de la estreptavidina, con dos sitios de union a biotina
a cada lado del eje de simetria de la molécula, permite su union a la superficie a través de
una o dos biotinas, quedando accesibles los otros dos dominios para la union del
anticuerpo biotinilado (Figura 1.14.a). Otra técnica muy parecida utiliza anticuerpos
modificados con polihistidina que presentan una gran afinidad por la superficie
modificada con niquel (Ni*") unido al agente quelante 4cido nitrilotriacético (NTA) [62].

Por otro lado anticuerpos con una cola de policisteina en la region Fc, fusionada
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genéticamente o unida a la molécula mediante un procedimiento quimico, pueden
inmovilizarse directamente sobre la superficie de oro a través de la interaccion tiol-oro
[63] (Figura 1.14.b). Mas recientemente se han utilizado estrategias que utilizan ADN
como linker molecular para la union del anticuerpo a la superficie sensora. En estas se
inmoviliza ADN de cadena simple con un grupo tiol en un extremo, por el que se une
directamente al oro. Por otro lado el anticuerpo es conjugado con una cadena simple de
ADN complementaria a la primera, y posteriormente inmovilizado mediante la

hibridacién entre ambas cadenas de ADN [64] (Figura 1.14.c).
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Figura 1.14. Inmovilizaciéon no covalente del anticuerpo mediante previa modificacion de su

estructura (a) con biotina, (b) cadena de policisteina o (c) hebra de ADN.

Son muchas las formas de modificar el anticuerpo para su anclaje a la superficie
debido a la gran variedad de parejas moleculares de alta afinidad, sin embargo, la
variedad de estrategias disponibles para la inmovilizacion orientada, no covalente, del
anticuerpo en su forma nativa, es muy reducida. La mayoria de métodos utilizados con
este fin se basan en el uso proteinas de union a anticuerpos. Este grupo de proteinas esta
formado originalmente por la proteina A y G, ambas de procedencia microbiana, la
primera aislada de la bacteria Staphylococcus aureus, y la segunda de distintas especies
de Streptococcus. Ambas presentan gran afinidad por la region Fc de los anticuerpos por

lo que son una herramienta muy util para controlar la orientacion durante la
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inmovilizacion [65]. Aunque en el proceso de aislamiento se detectan formas de distinto
peso molecular de cada una de estas proteinas, las formas que se comercializan para su
uso en el laboratorio tienen un peso molecular de 42 y 21 kDa en el caso de la proteina A
y proteina G, respectivamente. La proteina A presenta mayor nimero de sitios de union a
anticuerpos, con cuatro dominios de union frente a los dos que presenta la proteina G,
aunque este potencial de union no esté estéricamente favorecido puesto que la relacién
de tamafios entre las proteinas y la IgG hace poco probable la ocupacion de varios
dominios de union al mismo tiempo. El gran incoveniente de este método es que aunque
permita inmovilizar los anticuerpos con la orientacion adecuada, la propia orientacion de
la proteina A o G limita la eficiencia del mismo, puesto que estas deben disponerse sobre
la superficie dejando accesible sus dominios de union al anticuerpo. Por lo tanto la
inmovilizacion de estas proteinas sin controlar su orientacion previamente, comparte los
mismos problemas descritos para los anticuerpos. A pesar de seguir existiendo un
problema relativo a la orientacion de las moléculas inmovilizadas, la respuesta del
inmunosensor generada por la unidn del anticuerpo a la proteina A o G estara relacionada
exclusivamente con el anticuerpo correctamente orientado, por lo que serd indicativa de
la eficiencia de la inmunosuperficie en la deteccion del analito (Figura 1.15.a). En los
ultimos afios, se ha empleado una nueva herramienta molecular de origen sintético para
la inmovilizacién orientada de anticuerpos basada en interacciones de afinidad. Se trata
de compuestos derivados de la molécula de calixareno, una macromolécula con un
nucleo formado por la union de grupos fenolicos dispuestos en forma de anillo, cuyo
borde inferior y superior puede modificarse para conseguir estructuras mas sotisficadas
que presentan cavidades que permiten la inclusion de otras moléculas [66]. Derivados del
calixareno con grupos SH en uno de los bordes del anillo y modificados con un
compuesto quimico ciclico (éter de corona) en el borde opuesto, han sido propuestos
como linkers moleculares para la inmovilizacion orientada de anticuerpos, en su forma
nativa, sobre superficies sensoras de dispositivos SPR (Figura 1.15.b). Aunque el
mecanismo de captura de estos compuestos denominados prolinkers no ha sido estudiado
en profundidad, la interaccion con el anticuerpo tiene lugar a través de sus grupos amino,

sin la intervencidn de ningun proceso quimico [67].

44



Material y métodos

Figura 1.15. Inmovilizacién no covalente del anticuerpo en su forma nativa,

mediante su unién a la (a) proteina G o (b) Prolinker.

Son escasas las estrategias de modificacion quimica del anticuerpo o de la
proteina de unién al mismo en las que se dirija la reaccion a una zona concreta de la
molécula [68]. Generalmente en el proceso de modificacion quimica la molécula a
conjugar puede unirse a multitud de sitios distintos en la estructura de la proteina, debido
a que suelen emplearse reacciones poco especificas dirigidas a un grupo quimico “diana”
que no se localiza exclusivamente en la region deseada. Por este motivo es necesario
optimizar este proceso, controlando condiciones como el tiempo o cantidad de
reactantes, para lograr afectar lo menos posible la zona de reconocimiento de la proteina.
De lo contrario, la estrategia de inmovilizacion presentard las mismas limitaciones
descritas para el método covalente utilizado convencionalmente. La forma mas eficaz de
superar los problemas derivados de una conjugacion “al azar” del anticuerpo o proteina
de union al mismo, es el uso de formas recombinantes que presentan la secuencia de
DNA deseada conservando su funcionalidad intacta [69].

Los métodos de inmovilizacion descritos pueden combinarse de muchas
maneras, mas o menos complejas, para conseguir unir el anticuerpo a la superficie con la
orientacion adecuada. Por ejemplo, para controlar la orientacion de la proteina de union a
anticuerpos A o G, esta puede inmovilizarse a través de una cola de policisteina [70], o

una secuencia nuncleotidica con un grupo tiol terminal [71].
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Recientemente se han descrito nuevas estrategias de inmovilizacion de
anticuerpos basadas en la utilizacion de proteinas de fusion que contienen dominios de
unién a anticuerpos, originales de las proteinas A o G, y un dominio de unién al oro.
Estas proteinas se unen a la superficie de oro por un mecanismo de autoensamblamiento
a través de su dominio de union al metal, dejando accesible sus dominios de unién a
anticuerpos [72]. Esta estrategia permite llevar a cabo la inmovilizacion orientada de
anticuerpos en su forma nativa sin necesidad de llevar a cabo ningun proceso quimico,
por lo que ofrecen un metodo sencillo y elegante para la fabricacion de inmunosensores
SPR.

Aunque el biosensor SPR ha experimentado un gran avance tecnoldgico en los
ultimos afios, la funcionalizacion de la superficie sensora con anticuerpos sigue
suponiendo un reto en el desarrollo de inmunosensores debido a que la sensibilidad y
especificidad del sensor depende enormemente de la disposicidn del anticuerpo sobre la
superficie. Actualmente numerosos grupos de investigacién trabajan en el desarrollo de
estrategias de inmovilizacion de anticuerpos para conseguir maximizar la capacidad de
union al analito que presenta la superficie sensora. Este trabajo de Tesis se ha centrado
en esta linea de investigacion, con el fin de aplicar el inmunosensor en la deteccion de la
hormona de cremiento humana (hGH) y la homorna estimulante del tiroides (TSH)

humana, conocida como Tirotropina.
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2. Material y métodos

2.1. Descripcion del biosensor de Resonancia de Plasmon Superficial

En este trabajo se ha empleado un biosensor SPR comercializado por la empresa
Sensia (www.sensia.es), spin-off que se generd en nuestro grupo de investigacion en el
afio 2004 y que hoy en dia pertence a la cooperativa Mondragon (www.mondragon-
corporation.com), y cuyo pequefio tamafio y bajo peso permite que se utilice como un
equipo portatil [1]. Este dispositivo utiliza la configuracion de Kretchman que, como se
explico en el apartado 1.3, permite utilizar dos modos de medida siguiendo la variacion
del angulo de resonancia o registrando la intensidad de la luz reflejada mientras se
mantiene un angulo de incidencia fijo. Este ultimo modo de medida permite monitorizar
en tiempo real tanto procesos de adsorcién de biomoléculas en la superficie como la
interaccion de las biomoléculas ancladas en la superficie con su respectivo analito diana,
por lo que ha sido el modo de trabajo escogido.

En el biosensor de SENSIA el conjunto formado por la superficie sensora, el prisma,
las celdas de flujo y el dispositivo fotodetector, se encuentran acoplados sobre una
superficie giratoria con una resolucion angular de 0.01°. Para seleccionar el angulo de
incidencia de la luz con el que se va a trabajar es preciso medir previamente la curva de

resonancia que representa la variacion en la intensidad de luz reflejada con respecto al
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angulo de incidencia mientras el indice de refraccion de la disolucion permanece
constante. Para obtener la curva de resonancia el banco rotatorio se mueve de forma
manual 0,17° cada 5 segundos hasta completar el recorrido de la curva de resonancia.
Cuando se fija el angulo de trabajo a uno u otro lado del minimo de reflectancia los
cambios en el indice de refraccion del medio adyacente a la superficie provocan una
variacion en el angulo de la luz reflejada que se traducen en el desplazamiento de la
curva de reflectividad. Habitualmente se selecciona un angulo de medida situado a la
izquierda del minimo de la curva (dngulos menores) ya que en esa zona las pendientes de
las curvas de reflectividad antes y después de la interaccion son practicamente paralelas
y, en consecuencia, el aumento en la reflectividad es directamente proporcional al
desplazamiento del minimo.

Para la monitorizacion de la muestra a determinar este dispositivo registra cada
segundo los cambios en el indice de refraccion de la disolucion en contacto con la
superficie sensora. Como fuente de excitacion del plasmon superficial se utiliza (Figura.
2.1.a) un diodo laser, modelo RS 194-032 (Amidata, Espafia), que emite luz a una
longitud de onda de 670 nm con una potencia de 3 mW. Para habilitar el uso de dos
canales de medida, el haz laser se divide en dos haces de la misma intensidad mediante
un divisor de haz, especificamente fabricado para este fin, y que consiste en un cubo de
vidreo de 5 mm de lado mediante el que se obtiene una separacién de 3.1 mm entre
ambos haces. Esta configuracion permite realizar dos medidas independientes por cada
canal o bien utilizar uno de ellos como canal de referencia. Los dos haces de luz se hacen
pasar por un prisma de acoplamiento 6ptico con un indice de refraccion n = 1.52 a través
del cual la luz incide en la parte posterior de una placa de cristal de 10 mm x 10 mm x
0,3 mm, que se encuentra en contacto con el prisma por medio de un aceite de
acoplamiento del mismo indice de refraccion. La parte anterior de esta placa esta cubierta
por una capa de titanio de 2 nm y sobre esta, una capa de 45 nm de oro (Ssens, Holanda)
en contacto con dos cubetas de flujo por las que se hace fluir las disoluciones que se
pretenden analizar. La capa de Titanio se utiliza para aumentar la adhesion entre la

lamina de oro y el vidrio.
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Antes de cada medida la superficie de oro se limpia con tricloroetileno, acetona,
etanol y agua, en cuatro pasos sucesivos realizados en este orden, por inmersion en cada
una de estas soluciones durante 1 min en el que la placa sensora se somete a ultrasonido.
Seguidamente se seca bajo flujo de nitrogeno y se sumerge en una solucion pirafia (30%
de H,0, y 70% de H,SO,) durante unos segundos para eliminar cualquier resto organico.
A continuacion la placa se introduce en agua y se seca nuevamente bajo flujo de
nitrégeno.

El sistema de microfluidica del biosensor esta formado por las celdas de flujo y
por el conjunto de bombas y conexiones que impulsan las muestras liquidas a la
superficie del sensor. Las celdas de flujo (o de medida) estan fabricadas en metacrilato
mediante mecanizado y dispuestas en direccién vertical tal como indica la Figura. 2.1.c
Las dimensiones de las cubetas son 2 mm de diametro y 0,1 mm de profundidad y se
encuentran separadas por una distancia de 1 mm. El sellado de la celda se lleva a cabo
mediante una junta tdrica de Viton. El prisma se sitla detras de la placa sensora,
utilizando el aceite del mismo indice de refraccion y se asegura el sellado mediante la
presion producida por el mecanismo de ajuste. De esta manera quedan definidas las dos
celdas de flujo con un volumen aproximado de 300 nL cada una, contando ambas con su
propio circuito de entrada y salida que se conecta al sistema de flujo y a las bombas que
impulsan la muestra. Son dos bombas peristalticas las que se encargan del movimiento
de los fluidos de modo que las disoluciones se hacen llegar a la superficie sensora por
bombeo de los mismos a través de un circuito de tubos de teflén y dos valvulas de
inyeccion. Una de las bombas trabaja a velocidad variable (entre 3 y 3000 pL/min) y se
emplea para mantener un flujo constante sobre la superficie sensora, que llega a cada
celda de medida a través de su circuito correspondiente. En éste trabajo se ha utilizado
una velocidad de flujo constante de 15 pL/min, que solo se ha modificado en contadas
ocasiones, durante los procesos de regeneracion de la superficie sensora, en los que como
se indicara se ha utilizado un flujo de 30 uL/min. La funcion de la segunda bomba es
introducir las muestras en las cubetas mediante un sistema de pulsos. Las valvulas de
inyeccion se encuentran conectadas a través de los tubos del circuito por un lado a los
canales de la bomba de velocidad fija, y por el otro, a cada cubeta. Su funcién consiste en

introducir un volumen fijo de muestra en la corriente de buffer. La valvula de inyeccion
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presenta dos posiciones, de carga y de inyeccién. En la posicion de carga, la bomba de
inyeccion llena un bucle con un volumen de 300 nL de muestra, y en la posicion de
inyeccion el volumen cargado se dirige hacia la celda de medida impulsado por la bomba
de flujo continuo.

a)
Celda de flujo
V= 300 nl
Sensor *==~ Prisma de ocoplamiento
Au/Crs 50/2 ren
\ _ Divisor
>
Si-foroderector \ 15 mm
I ) Léser
3ImW, 670 nm
> Ab= o
b)
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Figura 2.1. A) Esquema de la configuracion y los principales componentes del biosensor SPR
de Sensia. B) (izda.) Fotografias del biosensor y (dcha.) detalle de sus componentes (el mddulo
sensor, el diodo laser, el sistema de flujo y la electrénica). C) (izda.) Fotografia de la ventana
que da acceso al usuario al modulo sensor (cubeta de flujo, prisma y fotodetector montados

sobre el goniometro) y (dcha.) detalle de la celda de flujo.

La adquisicion de la sefial se lleva a cabo por medio de un fotodiodo de dos
cuadrantes S5870 (Hamamatsu, Japon) y la electronica necesaria para la captura,
amplificacion y filtrado de la sefial. El software del instrumento (Fig 2.2), implementado
en Labview 7.1 (Nacional Instruments, EEUU), facilita el manejo del instrumento,
permitiendo controlar los sistemas de microfluidica, adquisicion de datos y
representacion de la sefial durante el transcurso de la operacion. La adquisicion de datos
se adapta a los dos modos posibles de medida que permite el sistema: barrido de angulo o
a angulo de incidencia fijo. El tratamiento de los datos se realiza utilizando el programa
Origin 8 (OriginLabs, EEUU) mediante la importacion de ficheros de texto ASCII. Dado
que en las medidas con sensores de SPR en tiempo real no interesa conocer el valor
absoluto de la sefial sino el cambio producido por la interaccion biomolecular los
cambios de sefial registrados se van a expresar como variacion de sefial en unidades

arbitrarias.

2.2. Reactivos e instrumentacion

La proteina de fusion PAG fue disefiada y preparada por la Unidad de

Inmunogenética de la Universidad de Jaén (Jaén, Espafia). La proteina Ay G, el BSA, la
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estreptavidina, la avidina-peroxidasa y el suero humano se obtuvieron de Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). Todos los derivados de la biotina, biotina-LC-hidrazida, sulfo-
NHS-LC-biotina, NHS-PEG,-biotina y el amino-PEG,-biotina se adquirieron en Pierce
Biotechnology (Rockford, Illinois, EEUU).

Respecto a los reactivos no bioldgicos, los alcanotioles éacido 16-
mercaptohexadecandico (MHDA) y 11-mercaptoundecanol, junto con los reactivos de
activacion 1-etil-3-(-3-dimetil-aminopropil) carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisulfosuccinimida (NHS), la etanolamina, el periodato sddico (NalO,) y el dimetil
sulfoxido (DMSO) se adquirieron en Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). El
cromégeno 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) utilizado para el revelado del ELISA
también se adquirio en Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Los derivados del
polietilenglicol (PEG) utilizados fueron suministrados por Jenkem Technology (Beijing,
R. P. China). EI PBS utilizado contiene fosfato 10 mM, cloruro sédico 137 mM vy cloruro
potasico 2,7 mM, y su diferencia con el PBST es Unicamente el contenido en Tween 20.
El buffer acetato utilizado en la inmovilizacion se preparé con acido acético y acetato
sodico a una concentracion de 10 mM. Todos los componentes del PBS o PBST, acetato,
MES (acido 2-[N-Morfolino]etanosulfonico) y demas buffers y soluciones de elucion o
regeneracion utilizados en los inmunoensayos, ELISA y purificacion de anticuerpos se
obtuvieron de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania), excepto los &cidos acético y
clorhidrico, que al igual que los solventes organicos (tricloroetileno, acetona, etanol), el
acido sulfdrico y el peroxido de hidrogeno utilizados en la limpieza de las placas
sensoras, fueron suministrados por Panreac (Barcelona, Espafia). El agua utilizada tanto
para la preparacién de reactivos como para el lavado de placas sensoras 0 mantenemiento
de un flujo continuo en el biosensor, fue agua ultrapura MilliQ.

En cuanto a la instrumentacion (independiente del biosensor), la determinacién
de la concentracién de anticuerpos y demds proteinas, previamente a su inyeccion en el
SPR, se realizé en un espectrofotometro UV-2400 de Shimadzu. Para la realizacién del
ELISA se utilizaron placas de Nunc Maxisorp (Roskilde, Dinamarca) y un lector de
placas Spectramax M2e de Molecular Devices Inc (Reino Unido). Para la purificacion

por afinidad de los anticuerpos se utilizaron las columnas de 1 mL HiTrap Protein G y
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HiTrap NHS-activated, y para su dialisis las columas desaladoras PD-10, todas ellas
suministradas por GE Healthcare (Uppsala, Suecia). El chip sensor de estreptavidina
fabricado comercialmente fue suministrado por Xantec bioanalytics GmbH (Munster,

Alemania).

2.3. Hormonas y Anticuerpos

Las hormonas utilizadas en este trabajo fueron proporcionadas por el Dr. Parlow
del National Hormone & Peptide Program (NHPP) del National Institute of Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases (NIDDK) de Torrance, California (USA). La hGH 22K
es de origen recombinante, mientras que la hGH 20K y la hTSH, provienen de muestras
biologicas con un alto grado de purificacion. La hTSH presenta una actividad de 7.54
IU/mg.

Todos los anticuerpos utilizados en este trabajo son monoclonales y del tipo 1gG1.
El Unico anticuerpo adquirido comercialmente es el anti-BSA, que fue obtenido de
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Los anticuerpos empleados para la determinacién
de la hGH, el mAc hGH-12, mAc hGH-25 y mAc hGH-33, y los empleados para la
determinacion de la hTSH, el mAc hTSH-2 y mAc hCG-21, fueron suministrados por el
Departamento de Inmunologia y Oncologia del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB,
Madrid, Espafia) del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), donde han
sido producidos y caracterizados. Estos anticuerpos fueron obtenidos a partir de ratones
inmunizados con las distintas hormonas. Aquellos ratones, cuyo suero presentaba un
mayor titulo frente al antigeno, fueron seleccionados para experimentos de fusion
celular, con el objeto de inmortalizar las células productoras de los anticuerpos de interés
[2]. En dichos experimentos se emplearon las células provenientes de los bazos o
ganglios linfaticos de los animales inmunizados en cuyo suero se encontro una respuesta
especifica frente a las hormonas. Dichas células fueron fusionadas con el mieloma
P3X63-Ag8.653 utilizando polietilenglicol (PEG) mediante los protocolos previamente
descritos [2]. Se analizo la presencia de anticuerpos especificos dirigidos frente a los
antigenos empleados en los sobrenadantes de cultivo de los hibridos que crecieron,

mediante técnicas de enzimoinmunoensayo (EIA) y los hibridos positivos se clonaron
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por dilucion limite. La subclase de los anticuerpos se determind por EIA usando
anticuerpos especificos marcados con peroxidasa (Southern Biotecnology, EEUU). Los
anticuerpos monoclonales fueron purificados por precipitacion con sulfato de amonio [2]
a partir de los correspondientes liquidos asciticos. La afinidad y especificidad de los
anticuerpos se determind mediante radioinmunoensayo (RIA) y EIA. En la Tabla 2.1 se

presentan las caracteristicas de especificidad y afinidad de los anticuerpos.

Tabla 2.1. Anticuerpos seleccionados para el ensayo SPR.

mAc Especificidad Afinidad (nM) Isotipo
hGH-12 hGH (22K, 20K) 3 IgG,
hGH-25 hGH 22K 7,5 IgG,
hGH-33 hGH 20K 2,2 IgG,
hTSH-2 hTSH 15 IgG,
subunidad « de h'TSH,
hCG-21 hLH, hFSH y hCG 20 IgGi
anti-BSA BSA N/C IgGy

2.4. Procedimientos de inmovilizacion en flujo y ex-situ

En la primera etapa de la inmovilizacién de anticuerpos se han empleado tanto,
procedimientos de inmovilizacion en flujo, realizados en el sensor, como ex-situ,
llevados a cabo fuera del sensor. En los distintos métodos utilizados en este trabajo la
molécula receptora en cada caso (el propio anticuerpo o la molécula utilizada para el
anclaje del mismo) se ha inmovilizado a través de su union a una SAM previamente
formada sobre la superficie sensora, o mediante su union directa a la superficie sin
modificar. Este segundo caso solo se ha dado en el método de inmovilizacion de
anticuerpos mediante el uso de la proteina de fusion PAG, en el que esta molécula se ha
unido a la superficie sensora por un proceso de autoensamblaje. Mientras que el trabajo

en flujo agiliza el proceso de inmovilizacion, la estrategia ex-situ garantiza un tiempo

59



Capitulo 2

suficiente para el autoensamblaje de moléculas y reduce la probabilidad de variaciones
en la distribucion de las mismas entre diferentes experimentos debido a variaciones en el
flujo del biosensor.

El autoensamblaje del PAG se ha realizado explorando tanto la estrategia en
flujo como ex-situ, ambas descritas detalladamente en el capitulo correspondiente. Sin
embargo, debido a que la modificacion de la superficie sensora con una SAM es la
primera etapa de un proceso de inmovilizacion covalente que conlleva un tiempo mas
largo de trabajo que el que precisa el método de inmovilzacion basado en el uso del
PAG, el autoensamblaje de la SAM solo se ha realizado mediante la estrategia ex-situ.

El procedimiento de inmovilizacién covalente ha seguido en todos los casos el
mismo protocolo, que ha consistido en dos etapas. En la primera de ellas se ha llevado a
cabo la formacion de una SAM sobre la superficie sensora. Como se comento en el
apartado 1.4, ademas de prevenir el impedimento estérico entre moléculas de anticuerpo,
las SAM mixtas en las que el alcanotiol reactivo se diluye con un hidroxialcanotiol de
cadena mas corta han demostrado su eficiencia en la prevencion de la desnaturalizacién
de proteinas y la fisisorcion de las mismas durante el proceso de inmovilizacion. Por esto
motivo en este trabajo se han escogido el acido mercaptohexadecandico (MHDA), como
molécula funcional, y el mercaptoundecanol (MUOH) como molécula espaciadora para
la formacion de la SAM. Ambos alcanotioles se prepararon en etanol a una
concentracion de 5 mM y a partir de estas soluciones se prepararon distintas mezclas de
MHDA y MUOH variando la proporcion de los mismos segun la fraccion molar de
MHDA deseada. Para la formacion de la SAM sobre la superficie sensora se depositd
sobre la misma una gota (150 puL) de la solucidn con la mezcla de los alcanotioles y se
dejo incubar toda la noche (14-16 h) para que tuviera lugar el ensamblaje ex-situ de la
monocapa. Posteriormente se limpid la placa sensora, primero con etanol y seguidamente
con agua para retirar el exceso de alcanotiol sobre la superficie, y se secd suavemente
bajo flujo de nitrogeno para su colocacion en el sensor. La segunda etapa del proceso de
inmovilizacion comienza con la activacion de la SAM mediante la inyeccion de una
mezcla de EDC 0.2 M y NHS 0.05 M preparada en buffer MES pH 5,4, que se realiz
tras establecer un flujo continuo de agua. Seguidamente se inyecté una solucién de la

molécula receptora correspondiente en cada caso segun el método de inmovilizacion de
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anticuerpo empleado, para la union de la misma a la SAM mediante el acoplamiento
entre sus grupos amino (o hidrazida en el caso de la biotina) y los grupos carboxilo
activados del MHDA. En tercer lugar se inyectd una solucion de HCI 0,1 M con el objeto
de retirar de la superficie todas aquellas moléculas no unidas covalentemente. Finalmente
se hizo fluir una solucién de etanolamina 1 M a pH 8.5 para bloquear los grupos
activados que permanecieran sin reaccionar. En la Figura 2.2 se muestra un sensorgrama

representativo del proceso de inmovilizacion de un anticuerpo.

canal 1
40
30 -
20 -

anticuerpo 50 ug/mL
PBS pH 7,4

10 - HCI
EDC/NHS \ l L

o] ?

etanolamina 1M pH 8,5
0 1800 3600 5400
Tiempo (s)

Reflectancia (%)

Figura 2.2. Sensorgrama representativo del proceso de inmovilizacion

covalente de un anticuerpo.

2.5. Formatos de inmunoensayo

Los inmunoensayos realizados en este trabajo se han basado en los formatos
directo y de tipo sdndwich. En estos, la determinacién del analito se ha llevado a cabo en
PBST o en suero diluido con PBST-S en proporcion 1:1. Este buffer se diferencia del
PBST por su mayor concentracion salina (NaCl 500 mM) y contenido en Tween 20
(0,1%), condiciones que como se ha demostrado en trabajos previos del grupo, ejercen

una fuerte inhibicion de la adsorcion inespecifica que tiene lugar cuando se analizan
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muestras de suero [3]. El rango de concentracion de analito utilizado ha variado entre los
distintos ensayos entre 0,5 ng/mL y 5 mg/mL, realizandose todas las medidas por
triplicado. El promedio de las sefiales de SPR obtenidas en cada caso se ha representado
frente a la concentracion de analito correspondiente, y las curvas de calibrado obtenidas
se han ajustado a una ecuacion de Hill de cuatro parametros (1) o a la ecuacién de una

recta (2), dependiendo del rango de concentracion ensayado.
Dy=A+B-A)Xx"/K"+x"

(2)y =A + Bx

A partir de la curva de calibrado se han calculado el limite de deteccion (LOD) y
el rango lineal del inmunoensayo. El limite de deteccion es la concentracion maés
pequefia de analito que produce una sefial que difiere significativamente de cero a un
determinado grado de confianza. En este trabajo el calculo del limite de deteccion se
baso en el criterio mas estandarizado en los laboratorios por el cual se selcciona la
concentracion de analito que produce una sefial SPR cuyo valor es tres veces la
desviacion estandar de la muestra blanco. En cuanto al rango lineal, es el intervalo de
concentracion en el que la determinacion analitica es de gran precision y exactitud.
Dicho intervalo se extiende desde un minimo de concentracion denominado limite de
cuantificacion (LOQ) hasta la concentracion, denominada limite de linealidad (LOL), en
que la curva de calibrado se desvia de la linealidad. En este trabajo se ha utilizado el
calculo més standard para obtener el valor de LOQ, de la forma que este se corresponde
con la concentracion de analito que produce una sefial 10 veces superior a la del blanco.
Para determinar el limite de linealidad se ha seleccionado la zona de la curva de
calibrado que se ajusta a la funcién de una recta con un valor de R? igual o superior a
0,98.
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Figura 2.3. Curva sigmoidal dosis-respuesta obtenida al medir la sefial de respuesta a
diferentes concentraciones de analito. Los parametros de sensibilidad aparecen definidos

como: LOD y LOQ.
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3. Inmunoensayo para la deteccion
de isoformas de la hormona de
crecimiento humana y su
aplicacion en test anti-doping

3.1. Introduccidn

3.1.1. Hormona del crecimiento humana (hGH) y su uso como agente
dopante

La hormona de crecimiento humana (hGH), también denominada Somatotropina,
es una proteina no glicosilada de cadena Gnica compuesta por 191 aminoacidos y con un
peso molecular de 22 kDa, involucrada en multitud de procesos bioldgicos relacionados
con la estimulacion del crecimiento y el desarrollo de 6rganos y tejidos en humanos [1].
Ademas de ser vital en el periodo postnatal y hasta que concluye la etapa de crecimiento
del individuo, la actividad de la hGH sigue siendo importante durante toda la vida debido

a su participacion en el metabolismo lipidico, proteico y glucidico, destacando su papel
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en la estimulacion de la lipolisis y la sintesis de proteinas, asi como su accién
hiperglucemiante [2]. En realidad, la hGH circulante es una mezcla compleja de formas
moleculares diferentes originadas genéticamente o por modificaciones post-
traduccionales, donde la de 22 kDa (hGH 22K) representa la isoforma mas importante,
tanto por su abundancia como por su actividad bioldgica [3]. Existen dos genes que
codifican la hGH, el gen GH-N que se expresa en la adenohipdfisis (parte anterior de la
glandula pituita), y el gen GH-V, expresado en la placenta [4]. EI gen GH-N es
responsable de la sintesis de las principales variantes de la hormona. Las formas mas
representativas se distinguen segun su peso molecular, y pueden existir en forma de
dimeros y oligébmeros. Estas son la hGH 22K, 20K, 17K y 5K, de las que la 22K
representa el 65-80% del total de la hormona [5]. La segunda isoforma més abundante es
la hGH de 20 kDa, que constituye el 5-10% de la hormona y es originada por splicing
alternativo del mismo transcrito primario que da lugar a la hGH 22K. Aunque en algunos
estudios se han asociado a la isoforma 20K propiedades lipoliticas y anabdlicas,
similares a las de la 22K, la efectividad de las mimas es mucho menor que en el caso de
esta Ultima, y no se conoce su funcion biolégica al igual que se desconoce la importancia
de las demas isoformas [6]. EI gen GH-V expresa variantes de 22 y 20 kDa con
estructuras levemente distintas a las de origen pituitario [7].

La sintesis y secrecion de la hGH, llevada a cabo por las células somatétropas de
la adenohipofisis, estd regulada por una compleja red de mecanismos neurales,
metabdlicos y hormonales, en la que el control principal lo ejerce el hipotdlamo por
medio de dos hormonas, también de naturaleza peptidica, la hormona liberadora y
hormona inhibidora de la hGH, GHRH y Somatostatina (SRIF), respectivamente [8]. La
regulacion llevada a cabo por ambas, da lugar a una secrecion pulsatil por parte de las
células que sigue un ritmo circadiano, en el que los picos plasméaticos mas elevados se
registran durante las horas de suefio. Ademas de la GHRH, la Ghrelina, un péptido de 28
aminodcidos sintetizado principalmente en el estomago, juega un papel clave en la
liberacion de la hGH, ejerciendo una fuerte estimulacion de la misma [9]. Por otro lado
existen otros factores que influyen de forma importante sobre los niveles de la hormona.
Mientras que en los periodos de crecimiento y pubertad de las personas la secrecion de

hGH es méxima; después, tanto la periodicidad como la amplitud de los pulsos de
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secrecion, caen. Ademas de la edad, el género también es determinante en los niveles de
hGH, siendo mas altos en mujeres que en hombres [10]. El ejercicio fisico es un potente
estimulador de la liberacion de hGH, cuya concentracion también se ve aumentada con el
suefio o en situaciones de estrés [11]. También la dieta influye en la fluctuacion de los
niveles circulantes de la hormona. Todos estos factores afectan de la misma forma a las
distintas variantes de la hGH, por lo que la proporcion entre ellas la proporcién de estas
se mantiene constante en un mismo individuo, donde los niveles plasmaticos de la hGH
total pueden oscilar entre minimos dificiles de detectar (por debajo de 0.03 ng/mL) y
picos de 50-100 ng/mL [12]. Aproximadamente un 50% de la hormona en plasma se
encuentra unida a la proteina transportadora GHBP y gran parte de su actividad esta
mediada por el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), principalmente sus efectos
anabdlicos y la estimulacion del crecimiento [13]. La sintesis y liberacién de la IGF-I, de
origen principalmente hepatico, depende directamente de la secrecion de hGH, que
también estimula la sintesis de otros factores como las proteinas de unién al IGF
(IGFBP). Los efectos de la hGH superan largamente su presencia en la circulacion
debido a la mayor vida media que presentan los factores dependientes de la hormona en
plasma. Existe un circuito de tipo feed-back entre hGH e IGF-1 de forma que el aumento
de IGF-I circulante inhibe la secrecion de la hormona, por estimulacion de la secrecién
de la Somastostatina e inhibicion de la de GHRH o incluso por su accion directa sobre
las células de la adenohipdfisis productoras de la hGH. En la Figura 3.1 se muestra de
forma esquematica el sistema principal de control de la sintesis y secrecion de la

hormona hGH.
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Figura 3.1. Representacion grafica del sistema principal de control

de la sintesis y secrecion de la hGH.

Ademas de ser utilizada como agente terapéutico para tratar problemas
relacionados con su deficiencia, desde hace mas de 40 afios la hormona de crecimiento
(GH), es considerada en el mundo del deporte como una herramienta ttil para mejorar el
rendimiento fisico y es ampliamente consumida por deportistas durante entrenamientos y
competiciones [14]. Parece ser que el origen del dopaje en el deporte se remonta a la
antigiiedad. Los atletas que participaban entre los siglo IV a VIII a. C. en las Olimpiadas
de la antigua Grecia, utilizaban dietas especiales y sustancias estimulantes como
extractos de plantas, hongos o animales antes de las competiciones. El “doping” en los
deportes modernos fue divulgado fiablemente desde la segunda mitad del siglo XIX [14].
El primer caso documentado tuvo lugar en 1865, en natacion, durante el acontecimiento

de la carrera del canal de Amsterdam, cuando varios nadadores que competian en la
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travesia fueron acusados de tomar una droga desconocida [15]. La primera muerte
causada por dopaje conocida en 1896, cuando el ciclista inglés Linton muri6 debido a la
toma de efedrina durante la carrera Paris-Burdeos [16]. En 1952 se encontraron drogas
en taquillas de atletas durante los juego de patinaje sobre hielo en Oslo, y ocho afios mas
tarde moria el ciclista danés K. Jensen por abuso de anfetaminas durante los Juegos
Olimpicos de Roma [15]. Pese al dramatico incremento del uso de sustancias dopantes a
comienzos de los afios 60, el Comité Olimpico Internacional (COI), creado en 1894, no
decidid establecer controles antidoping hasta los Juegos Olimpicos de México en 1968,
un afio después de la muerte del ciclista britanico Tom Simpson durante el Tour de
Francia, tras haber ingerido diversos estimulantes [17]. Aparentemente la GH hizo su
debut en los circulos deportivos alrededor del afio 1970 cuando el culturista Peter
Grymkowski comenz6 a experimentar con ella. Como en aquellos afios resultaba muy
dificil obtener hGH, emple6 GH de mono con la esperanza de que pudiera funcionar
también en humanos [18]. Hasta el afio 1980, la hGH utilizada se obtenia de cadaveres
humanos, razéon por la que su disponibilidad en el mercado era muy limitada. Sin
embargo, el hallazgo de personas que habian sido tratadas con esta hormona en las
décadas de los 60-70, y habian desarrollado una enfermedad neurol6gica degenerativa
conocida como enfermedad de Creutzfeldt-Jakob [19], aceler0 la aprobacion por parte de
la FDA (Agencia de Alimentos y Medicamentos) de los EEUU de la produccion de hGH
sintética (hGHr) igual a la isoforma 22K, mediante la tecnologia del ADN recombinante
[20]. Fue entonces, a partir de mediados de los afios 80, cuando se incremento
considerablemente la disponibilidad de la hormona del crecimiento humana vy,
paralelamente, su consumo en el mundo del deporte, tanto en el gremio de los culturistas
como entre deportistas de alto nivel [21]. En 1985 el COIl incluyé la hGHr en su lista de
sustancias prohibidas a pesar de la ausencia de un test legitimo para la deteccién del
dopaje con la misma [22]. Aun asi, lejos de impedir su uso por los deportistas, la hGHr
se convirtié en la nueva droga de eleccién para muchos atletas. Aunque conocer la
incidencia real del uso no terapéutico de la hormona en el mundo del deporte es
complicado, dada la falta de estudios estadisticos, el propio COI publicé un documento

en 1995, donde se hacia referencia a la hGHr como una de las sustancias mas utilizadas
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en el deporte de alto nivel, por considerarse el agente anabolizante méas eficaz de los
disponibles hasta entonces y por no existir ningin medio de deteccion del dopaje con
esta hormona, y por lo tanto, ningun riesgo de descalificacion durante las competiciones
[23]. Sin embargo, no existen evidencias cientificas que demuestren que la
administracion de hGHr a personas que no presentan déficit de esta hormona, sean
sedentarias o deportistas experimentados, se acomparie de efectos positivos a nivel del
rendimiento fisico o de la composicién corporal. La mayor parte de los estudios que
sugieren que la hGHr tiene un efecto anabolico en los adultos se han realizado con
pacientes que presentaban déficit de esta hormona [24].

Uno de los casos méas famoso de dopaje con hormona del crecimiento salié a la
luz en 1988, después de que Ben Johnson ganara la final de los 100 metros en los Juegos
Olimpicos de Seudl. La investigacion oficial del caso, reveld6 que este atleta habia
utilizado hGHr y esteroides anabolizantes en su preparacion para esos Juegos Olimpicos,
lo que le costd la pérdida de la medalla de oro [14]. En esta misma comision de
investigacion una de las mejoras especialistas de los 100 m, la atleta Angela Taylor
Issajenko, reconocid haber tomado hGHr aconsejada por el doctor Robert Kerr, uno de
los pocos médicos que reconocen haber recetado sustancias dopantes a miles de
deportistas para mejorar su condicion fisica [18]. Otro caso de deportista de élite
sancionado por consumir hGHr entre otras sustancias no autorizadas es el de Marion
Jones, quién tras confesar ante un tribunal de Estados Unidos en 2007 haber consumido
agentes dopantes durante los Juegos Olimpicos de Sydney (afio 2000), le fueron retiradas
las cinco medallas olimpicas que obtuvo en los mismos [14]. Ademas de numerosas
estrellas del atletismo, profesionales de otros deportes como la natacion, el fatbol o el
ciclismo, han sido también relacionados con el consumo de hGHr en combinacion con
esteroides anabolizantes. Por otro lado estudios estadisticos demuestran que existe un
elevado consumo de la hormona entre adolescentes aficionados a deportes como el

culturismo o el futbol [25].
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3.1.2. Métodos para la deteccion de dopaje con hGH recombinante

Aunque su uso continua estando prohibido por la maxima autoridad anti-doping,
actualmente, la Agencia Mundial Antidopaje (AMA), asi como por la mayor parte de
organismos deportivos internacionales, la hGHr sigue considerandose hoy dia una de las
sustancias mas utilizadas para mejorar el rendimiento deportivo. Sin embargo, el
desarrollo de un método fiable y sensible para la deteccién del dopaje con hGHr, ha sido
y continla siendo el objetivo de muchos estudios, de manera que las pruebas rutinarias
de los controles anti-doping actuales no incluyen un test para ello y los métodos
desarrollados hasta el momento son principalmente utilizados para investigacion [4].
Puesto que los niveles de concentracion de hGH en orina son el 0,1-1% de los
encontrados en sangre, este tipo de muestra se utiliza con mas frecuencia en la deteccién
de hGHr [26]. Son varias las razones que hacen tan complicada la deteccién de la hGHr.
En primer lugar la hormona recombinante es estructuralmente idéntica a la isoforma 22K
nativa, lo que las hace analiticamente indistinguibles. Por otro lado, como se ha
comentado anteriormente, existe una amplia fluctuacién fisiolégica de los niveles de
concentracion de la hormona en sangre, debido a la naturaleza pulsétil de su secrecion y
a la influencia que numerosos factores externos ejercen sobre estos. Ademas la vida
media de la hGH circulante limita la deteccion de la hormona a un corto periodo de
tiempo. Todos estos factores hacen imposible conocer si ha existido administracion de
hGHr a partir de una simple cuantificacion de la concentracion de la hGH total o de la
hGH 22K, y convierten el desarrollo de un test robusto para detectar el uso fraudulento
de la hGH en el deporte, en uno de los mayores desafios en la lucha contra el dopaje [27,
28].

Para abordar estos problemas se han investigado principalmente dos estrategias
alternativas, un método directo de deteccion de hGHr, del cual han surgido distintas
variantes, y un método indirecto [29]. La estrategia de deteccion directa del dopaje con
hGHr, denominada “método de las isoformas”, se basa en la abundancia relativa de la
variante 22K en comparacion con las otras isoformas, tras la administracion de hormona.

Como se comentd anteriormente el aumento de los niveles de hGH conlleva un aumento
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de IGF-I cuya presencia en plasma inhibe la liberacion de la hormona debido a un
mecanismo de regulacion por retroalimentacion negativa. De esta forma la disminucion
de los niveles circulantes de todas las isoformas de la hGH pituitaria (de origen
endogeno), fraccion denominada pit-hGH, resulta en una elevacion de los niveles de
hGH 22K que corresponde a la hGHr administrada, fraccion denominada rec-hGH. El
método, desarrollado y patentado por Strasburger y col. [30] consiste en la realizacion de
dos inmunoensayos, uno para determinar exclusivamente los niveles de rec-hGH, y otro
ensayo para determinar la fraccion pit-hGH. El primer ensayo utiliza como anticuerpo
captura un anticuerpo monoclonal que presentan una alta afinidad por la hGH 22K y en
el segundo ensayo el anticuerpo captura presenta baja afinidad por esta por esta isoforma.
Un tercer anticuerpo monoclonal es utilizado como anticuerpo de deteccion en los dos
ensayos. De esta manera, el calculo del ratio rec-hGH:pit-hGH permite la determinacion

de la abundancia relativa de la variante 22K, por tanto de la hGHr administrada.

-
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@8 hGH 20K
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mAc hGH 22K mAclhGH (1) W hGH 17K

Figura 3.2. Inmunoensayos realizados en el método de las isoformas basado en el calculo rec
hGH:pit hGH. La relacion entre la concentracion de hGH 22K determinada en un primer
ensayo (izq.), y concentracion de hGH total, determinada en un segundo ensayo (dcha.),

permite detectar el dopaje con hGHr.

La posterior disponibilidad de un anticuerpo altamente especifico para la
1soforma hGH 20K ha permitido el desarrollo de una variante del método que se basa en
la determinaciéon de la relacion hGH 22K: hGH 20K en plasma. Esta relacion es
aproximadamente de 9:1 y parece ser independiente del sexo, edad, ejercicio fisico e
incluso ciertas patologias [31]. El notable incremento de esta proporcion tras la
administracion de hGHr ha sido descrito en varios estudios de dopaje, sugiriendo este

parametro como el indicador mas apropiado para la deteccion de dopaje con hGHr [32],
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aunque aun no se han comparado ambas estrategias de deteccion de dopaje con hGHr.
Sin embargo, debido a la corta vida media de la hGHr en sangre, las dos variantes del
método de las isoformas estadn limitadas a las primeras 3-5 o0 24-48 horas tras la
administracion de la hormona, dependiendo de si es administrada por via intravenosa
(pico maximo a las 60 min) o intramuscular (pico maximo a las 2-6 h), respectivamente
[20].

- »' g - - 3
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Figura 3.3. Inmunoensayos realizados en el método de las isoformas basado en el calculo hGH
22K:hGH 20K. La relacion entre la concentracion de hGH 22K determinada en un primer
ensayo (izq.), y concentracion de hGH 20K, determinada en un segundo ensayo (dcha.),

permite detectar el dopaje con hGHr.

El segundo método empleado actualmente para el desarrollo de un test anti-
doping es un meétodo indirecto de la medida de la concentracion plasmaética de la hGHr,
que amplia la ventana de deteccién de la misma. Este método se basa en los efectos
fisiologicos de la hormona que producen una elevacion de los niveles circulantes de
proteinas del eje IGF-IGFBP, con mayor vida media (de 90 a 500 h) y niveles de
concentracion en plasma mas estables que la hGH [33]. La determinacion de los niveles
circulantes de estas proteinas, constituyen la base de este segundo método de deteccion
de dopaje con hGH [27]. Aunque los niveles plasméaticos de estas proteinas en un
individuo se mantengan mas estables que los de la hGH, existe sin embargo una amplia
variacion de los mismos entre individuos dependiendo de la edad, género, peso corporal,
actividad fisica, dieta y etnia entre otros factores [34]. Esta variabilidad interindividual
dificulta la definicion del nivel de corte a partir del cual sea probable que se haya

producido un dopaje con hGH [35]. Ademas existe una gran heterogeneidad en los
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anticuerpos empleados, por lo que la implementacion de este método depende en gran
medida de poder establecer inmunoensayos estandarizados [36].

Entre los métodos de deteccion directa de la hGHr las técnicas mas utilizadas se
basan en inmunoensayos tipo sandwich que pueden ser enzimaticos (ELISA),
inmunofluorimétricos (IFMA), o inmunoguimioluminométricos (ICMA). La sensibilidad
que puede alcanzarse con estas técnicas es aproximadamente de 2 pg/mL [4]. Para la
determinacion de proteinas dependientes de la hGH (método indirecto de deteccion de
hGHr) las técnicas més empleadas son RIA, ELISA y sistemas autoanalizadores de

inmunoensayos [37].

3.2. Esquema basico del ensayo de deteccion de las isoformas hGH 22K y
hGH 20K

El método que se disefié para la determinacion de las isoformas 22 y 20K de la
hGH se baso en el desarrollo de un inmunoensayo tipo sandwich. En el inmunoensayo se
utilizaron tres anticuerpos, el mAc hGH-12 que reconoce a ambas isoformas con la
misma especificidad [38], el mAc hGH-25 que es selectivo para la isoforma hGH 22K y
el mAc hGH-33 que es selectivo para la hGH 20K. Con estos tres anticuerpos se disefio
un inmunoensayo en el que el mAc hGH-12 se utiliz6 como anticuerpo de captura, y por
tanto, para la funcionalizacion de la superficie sensora, y los otros dos anticuerpos se
utilizaron para la deteccion selectiva de ambas isoformas. La preparacion de la superficie
de mAc hGH-12 requirio la optimizacion de un protocolo de funcionalizacién basado en
el uso del sistema biotina/estreptavidina, descrito en el apartado 1.4, para dirigir la
inmovilizacion del anticuerpo sobre la superficie. La evaluacion de las distintas
condiciones utilizadas durante este proceso de optimizacion se llevo a cabo mediante la
deteccion de la isoforma hGH 22K. EI motivo de la eleccion de la 22K en lugar de la
variante de 20 kDa fue la mayor disponibilidad comercial y menor coste. En la Figura

3.2 se muestra un esquema del método empleado.
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Figura 3.2. Representacion esquematica del método empleado para la determinacion de las
isoformas hGH 22 y 20K. A) Formacién de la SAM, b) biotinilacion de la SAM, c¢)
inmovilizacion de estreptavidina, d) inmovilizacién del anticuerpo mAc hGH-12 biotinilado, €)
unién de las isoformas de la hGH y f) deteccién de la hGH 20 y 22K mediante el
reconocimiento por los anticuerpos selectivos mAc hGH-25 y mAc hGH-33.

3.3. Inmovilizacion del anticuerpo anti-hGH (mAc hGH-12) mediante el
sistema biotina/estreptavidina

La inmovilizacion de anticuerpos mediante el sistema biotina-estreptavidina

requiere la previa biotinilacion del anticuerpo, y la formacion de una monocapa de

75



Capitulo 3

estreptavidina sobre la superficie. Para la formacion de esta ultima, se funcionalizé
primero la superficie sensora con una monocapa de alcanotioles que posteriormente se
biotinilé para proceder a la inmovilizacion de la estreptavidina. Como se ha comentado
anteriormente, es muy importante controlar la densidad de puntos de union del
anticuerpo a la superficie para prevenir en lo posible el impedimento estérico entre
moléculas del mismo, que dificulta su inmovilizacion. En este caso, la eficiencia de la
inmovilizacion del anticuerpo depende de la densidad o distribucién de la estreptavidina,
puesto que esta molécula funciona de punto de anclaje del anticuerpo a la superficie. Con
la intencion de formar una monocapa de estreptavidina en la que la proteina presentara la
distribucion éptima que permitiera conseguir la maxima eficiencia en la inmovilizacion
del mAc hGH-12, se llevo a cabo un estudio del efecto de la variacidn de la composicién
de la SAM, formada por una molécula que presentaria la biotina para el anclaje de la
estreptavidina y una molécula inerte que funcionaria de molécula espaciadora, sobre el
rendimiento del inmunoensayo para la deteccion de hGH. Por otro lado, para la
biotinilacion del mAc hGH-12 se procedié previamente a su purificacion por afinidad,
con la que se consigue un alto grado de purificacion que garantiza que en el proceso de
biotinilacion solo se modifiquen las moléculas de mAc hGH-12, previniendo asi que la
posible presencia de otros anticuerpos reduzca la eficiencia de la inmovilizacion del

anticuerpo especifico.

3.3.1. Purificacion y biotinilacién del mAc hGH-12

Las inmunoglobulinas contenidas en liquido ascitico son purificadas mediante
precipitacion al afiadir una solucion de sulfato de amonio al 40-50%, lo que permite
separarlas del resto de componentes del liquido ascitico. Es un método de purificacion
poco especifico puesto que ademas de no discriminar entre distintos tipos de
inmunoglobulinas, es frecuente la presencia de otras proteinas en el precipitado. Con la
intencion de partir de una muestra de mAc hGH-12 con un alto grado de purificacion y
evitar asi que tras el proceso de biotinilacion, exista contaminacion con otras
inmunoglobulinas o proteinas biotiniladas, el anticuerpo también fue purificado por

cromatografia de afinidad. Para ello, se utiliz6 una columna de hGH 22K, previamente
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preparada siguiendo las instrucciones del fabricante. Se preparé 1 mL a 1,7 mg/mL de
hGH en buffer carbonato (NaHCO; 0,2 M/NaCl 0,5 M, pH 8,3) y se inyectd en la
columna mediante el uso de una jeringuilla a un flujo de 1 mL/min. Inmediatamente
después se sellaron los extremos de la columna y esta se mantuvo a temperatura
ambiente durante 40 minutos para permitir el acoplamiento de la hormona. Para
desactivar el exceso de grupos NHS activos que no han reaccionado con la hGH, y
eliminar la parte de la misma unida a la columna de forma inespecifica, se realiz6 un
procedimiento de lavado y desactivacion mediante inyecciones alternas de los buffers
etanolamina 0,5 M/NaCl 0,5 M pH 8,3 y acetato 0,1 M/0,5 M NaCl, pH 4 (18 mL de
cada buffer). Finalmente se inyectdé 2 mL de PBS pH 7,4 para neutralizar el pH. Tanto el
lavado y desactivacion como el ajuste del pH se realizaron, al igual que la carga de la
hGH, a un flujo de 1 mL/min. Una vez montada la columna de hGH se procedio a la
purificacion del mAc hGH-12 para lo que primero se prepard la muestra de anticuerpo en
el buffer adecuado. La suspension del mAc hGH-12 en la mezcla de liquido ascitico y
sulfato de amonio se centrifugd durante 5 minutos a 3500 rpm vy el precipitado obtenido
se redisolvié en PBS pH 7,4. Tras equilibrar la columna con este buffer se inyecto el
anticuerpo a una concentracion de 4 mg/mL, utilizando un flujo de 1 mL/min, el cual se
empled durante todo el proceso de purificacion. A continuacién se lavo la columna con
10 mL de PBS pH 7,4 para eliminar las posibles uniones inespecificas. Finalmente se
procedid a la elucion del mAc hGH-12 para lo que se prepararon tres buffers distintos
con la intencion de establecer las condiciones mas suaves, que afecten lo menos posible
la estabilidad del anticuerpo. Los buffers utilizados, en el orden en que se inyectaron,
fueron el acetato sodico 0,05 M/NaCl 0,5 M, pH 4, que presenta las condiciones mas
suaves, el citrato 0,1 M, pH 3, y la glicina (Gly) 0,1 M, pH 2,5, siendo este ultimo el
buffer de condiciones mas extremas. Solo con la solucion de Gly pH 2,5 se consiguid
eluir el anticuerpo, que inmediatamente después se cargd en una columna PD-10
(desalting column) para eliminar la Gly dializando la solucién de anticuerpo en PBS.

Una vez purificado el anticuerpo se procedio a la biotinilacion del mAc hGH-12
con el reactivo sulfo-NHS-LC-biotina, que reacciona con los grupos amino del

anticuerpo. Para estudiar el efecto del grado de biotinilacién del mAc hGH-12 sobre el
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rendimiento del inmunoensayo se vari6 la relacion molar biotina:Ac. Se prepararon cinco
soluciones de 1 mL de anticuerpo a una concentracion de 1 mg/mL en PBS pH 8§,
conteniendo cada una un volumen distinto de una solucion de sulfo-NHS-LC-biotina 20
mM, de forma que presentaran un exceso molar de biotina de 5, 10, 25, 50 y 100,
respectivamente. Tras incubarse durante 30 minutos a temperatura ambiente, el exceso
de biotina sin reaccionar se elimind mediante el uso de una columna PD 10 con la que se

dializ6 el mAc hGH-12 en PBS pH 7.,4.

3.3.2. Formacion de la monocapa de estreptavidina

El primer paso para la creacion de la monocapa de estreptavidina fue la
funcionalizacion de la superficie sensora con una SAM adecuada, basada en la mezcla de
los alcanotioles MHDA y MUOH. Para conseguir una densidad y distribucion adecuada
de estreptavidina que maximizara la eficiencia de la inmovilizacion del mAc hGH-12 y
con ello la capacidad de union a la hGH, se procedié a la optimizacion de la fraccion
molar de MHDA (¥mupa)- Se prepararon soluciones con la mezcla de ambos
alcanotioles, variando las proporciones de MHDA y MUOH para obtener en una
concentracion total de 250 uM, las fracciones molares de MHDA de 0,01, 0,014, 0,02,
0,034, 0,05, 0,1, 0,2 y 1. Con cada una de estas soluciones se cubridé una superficie
sensora para el ensamblaje ex-situ de la SAM durante la noche. Una vez formada, se
procedid a la biotinilacion de la SAM siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
2.4. Tras la activacion de la monocapa de alcanotioles se inyectd una solucion de biotina-
LC-hidrazida, preparada en buffer acetato pH 4,5 a una concentracion de 5 mM, para la
modificacion de los grupos carboxilos de las moléculas de MHDA. Después de la
biotinilacion de la monocapa se procedid a la inmovilizacion de la estreptavidina en
PBST pH 7,4 a una concentracion de 5 y 50 pug/mL, tras establecer un flujo continuo de

este mismo buffer.
Por otro lado se llevd a cabo un experimento para descartar que en el

procedimiento utilizado tuviera lugar la adsorcion inespecifica de la estreptavidina o de
la biotina. Este consistié en la funcionalizacion de la superficie sensora con la SAM que
presentara la fraccion de MHDA 6ptima, sobre la que se inyectd una solucion 5 mM de

biotina en acetato (obviando el paso de activacion de la SAM) utilizando solo una de las
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dos celdas de medida del sensor. En un segundo paso, sobre ambas celdas se fluy6 la
solucion de 50 pg/mL de estreptavidina. Esta no dio lugar a respuesta en ninguna de las
celdas por lo que se pudo comprobar que la unidn de la estreptavidina a la superficie solo
tiene lugar a través de la monocapa biotinilida de forma especifica.

Alternativamente al método descrito para la formacion de la monocapa de biotina,
se llevo a cabo la funcionalizacion de la superficie sensora utilizando derivados de la
molécula de PEG. El PEG, con féormula HO-(CH,-CH,-O-)n-H, es un polimero de gran
solubilidad acuosa, ampliamente utilizado en la industria como disolvente debido a que
no presenta toxicidad y es biodegradable. Ademas, el uso del PEG para prevenir la
adsorcion inespecifica de moléculas en aplicaciones farmacetticas y fabricacion de
dispositivos biomédicos es cada vez mayor, debido a la gran biocompatibilidad que
presenta esta molécula. Existen muchos derivados del PEG disponibles comercialmente.
En este trabajo se utilizaron una molécula de PEG con un tamafio de 10000 Da, tiolada
en un extremo y biotinilada en el otro extremo (SH-PEG-biotina), y otra de 5000 Da que
en lugar de biotina presenta un grupo metoxi terminal (SH-PEG-OCH3;). Se prepar6 una
SAM compuesta unicamente de PEG-biotina y una SAM mixta en la que la molécula
biotinilada se mezclé con la molécula de metoxi-PEG (mPEG). De esta manera el
mPEG, se utiliz6 como molécula espaciadora de manera andloga a la funcion del MUOH
en la SAM de alcanotioles. Se prepararon dos superficies con la SAM compuesta
unicamente por PEG-biotina empleando soluciones de 0,25 y 0,5 mM en agua. Al mismo
tiempo, se funcionalizaron otras dos superficies con la mezcla PEG-biotina/mPEG,
preparada en agua en las proporciones 5 uM:245 uM y 50 uM:200 uM, lo que supone un
valor de ¥prg-biotina d€ 0,02 y 0,2, respectivamente. La formacion de las SAMs se llevo a
cabo ex-situ, en las mismas condiciones que la SAM de alcanotioles. En el siguiente paso
se procedio a la inmovilizacion de estreptavidina, para lo cual se establecido un flujo
continuo de PBST pH 7,4, y se inyect6 la proteina preparada en este mismo buffer a una
concentracion de 50 pg/mL.

Las diferentes estrategias seguidas para la formacion de la monocapa de biotina,

previamente a la inmovilizacion de estreptavidina se representa en la Figura 3.3
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Figura 3.3. Representacion esquematica de la formacion de la monocapa de biotina,

preparando la SAM a partir de una mezcla de (izq.) derivados del PEG o (dcha.) de

alcanotioles.

3.3.3. Inmovilizacion del mAc hGH-12 biotinilado

La evaluacion de la eficiencia de las distintas superficies de estreptavidina

preparadas se llevd a cabo mediante la inmovilizacion del mAc hGH-12 biotinilado con

un exceso
deteccion

solucion d

molar de biotina de 50 veces respecto al anticuerpo, y posterior ensayo de
de hGH. Para descartar la posible fisisorcion del anticuerpo se inyectd la

el mAc hGH-12 biotinilado en un ratio 1:50 sobre la superficie cubierta por la

SAM biotinilada y sin biotinilar. Puesto que no se obtuvo sefial alguna, se confirmé que
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la union del anticuerpo biotinilado a la superficie solo es posible a través de su
acoplamiento a la estreptavidina. Una vez seleccionada la superficie de estreptavidina
optima con la que se alcanza el médximo rendimiento del inmunoensayo, se procedio al
estudio del efecto que ejerce sobre el mismo, el grado de biotinilacion del mAc hGH-12.
En todos los casos el anticuerpo fue inmovilizado en PBST pH 7,4 a una concentracion
de 10 pg/mL y con un flujo continuo del mismo buffer que se utiliz6 hasta el final del

Inmunoensayo.

3.4. Condiciones éptimas de inmovilizacion

El primer paso en el desarrollo del inmunoensayo para la determinacion de las
isoformas hGH 22 y 20K fue la funcionalizacion de la superficie sensora con el mAc
hGH-12. La inmovilizacion del anticuerpo se llevo a cabo utilizando el sistema biotina-
estreptavidina, mediante la formacion de una SAM biotinilada sobre la superficie sensora
y la biotinilacion del anticuerpo, de manera que la estreptavidina se utilizdo como “linker

molecular” entre ambos.

3.4.1. Formacion de la SAM

Como se coment6 anteriormente el fenomeno de impedimento estérico afecta en
gran medida a la eficiencia de la inmovilizacion del anticuerpo, que en este caso depende
de la inmovilizacion previa de estreptavidina, por lo que el control a este nivel es clave
para el éxito del procedimiento. Puesto que el grado de impedimento estérico entre
moléculas de estreptavidina depende fundamentalmente de la distribucion de los puntos
de anclaje de esta a la superficie, el primer paso en el desarrollo del método de
inmovilizacién del mAc hGH-12 fue la optimizacion de la composicion de la SAM. En
el caso de la SAM de MHDA y MUOH se vario la fraccion molar de alcanotiol a
biotinilar (¥yupa) €n un rango de 0,01 a 1. Tras la biotinilacién de la monocapa se
inmovilizé la estreptavidina a una concentracion de 50 pg/mL, y finalmente se llevd a
cabo el acoplamiento del anticuerpo. Tras la inmovilizacion del anticuerpo se comprobd

la funcionalidad de las superficies obtenidas mediante la inyeccion de 1 pg/mL de hGH
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en PBST pH 7,4. Los resultados se evaluaron en funcion del nivel de anticuerpo
inmovilizado que condujera a la mayor sefal de union de la hormona. En la Figura 3.3.a
se comparan las sefales producidas por la inmovilizacion de estreptavidina y por la
union del anticuerpo en las distintas superficies. Como se observa, la respuesta del sensor
en la inmovilizacion de la estreptavidina aumenta con la fraccion del MHDA hasta llegar
a un valor de la misma, igual a 0,034, cuyo aumento produce una disminucion de la sefial
de la proteina. Mientras que en el rango de ¥umpa entre 0,02 y 0,05, esta sefial varia de
forma insignificante, el aumento de este parametro desde 0,014 a 0,02, al igual que desde
0,2 a 1, da lugar a un gran salto en el nivel de inmovilizacion de la estreptavidina. La
respuesta del SPR en la inmovilizacion del mAc hGH-12 sigue el mismo perfil que la de
la estreptavidina hasta alcanzar un valor de %umpa igual a 0,02, cuyo aumento produce
una disminucion de la senal de anticuerpo, que disminuye con el aumento de %mupa,
llegando a ser nula en el caso del uso de la SAM de #ympa igual a 1. Esta disminucion se
acompana de un aumento de la relacion sefial estreptavidina:sefial Ac respecto al
observado en el rango de ¥uupa entre 0,01 y 0,02, el cual se hace mas notable a medida

que aumenta la fraccion molar de MHDA.
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Figura 3.3. Representacion de la respuesta SPR producida por la inmovilizacion de la

estreptavidina y correspondiente union del anticuerpo a la misma (b), y por la unién de la

hGH al anticuerpo (c), en funcion del valor de ¥ vupa de la SAM.

82



Inmunoensayo para la deteccion de isoformas de la hormonade crecimiento humana ysu
aplicacion en test anti-doping

Los resultados indican que la cantidad de estreptavidina inmovilizada aumenta
con la densidad de puntos de union (¥mupa) de esta a la superficie, especialmente a partir
del uso de la fraccion de MHDA de 0,014, hasta llegar a un valor critico (%umupa=0,034)
por encima del cual los sitios de union a la estreptavidina quedan demasiado cerca unos
de otros, favoreciendo el impedimento estérico entre moléculas vecinas durante su
inmovilizacién lo que produce una disminucion de la sefial a medida que aumenta el
valor de ¥ wmupa, siendo mas notable esta disminucion a partir de la fraccion molar de 0,1.
La unién del mAc hGH-12 a la estreptavidina aumenta de forma paralela a la union de
esta a la superficie a medida que se incrementa el valor de ¥ uupa, aunque el fendmeno de
impedimento estérico que limita la densidad maxima de las moléculas en la superficie se
pone de manifiesto antes que en el caso de la estreptavidina, probablemente como
consecuencia del mayor tamafno del anticuerpo. De este modo la maxima inmovilizacién
del mAc hGH-12 se observa en la superficie con la SAM de ¥yupa=0,02. Por otro lado,
el hecho de que por encima de este valor sefiales de estreptavidina parecidas a las
obtenidas cuando se utiliza una concentracion de MHDA muy inferior, den lugar a
menor cantidad de anticuerpo inmovilizado, sugiere que en los casos de densidades de
MHDA mayores varia la disposicion de las moléculas de estreptavidina, que
probablemente se encuentren mas compactadas, de forma que se dificulte mas la
accesibilidad del anticuerpo. Esta idea viene reforzada por el hecho de que este aumento
en la diferencia entre la cantidad de estreptavidina y anticuerpo inmovilizado se
intensifica a medida que aumenta ¥\upa. Por otro lado, en la Figura 3.3.b se comparan
las senales de deteccion de hGH obtenidas en cada caso. Como puede observarse la sefial
de union de la hormona al mAc hGH-12 muestra una fuerte correlacion con el nivel de
anticuerpo inmovilizado, de forma que el mayor rendimiento de la superficie se
consiguié con la SAM formada por la fraccion molar de MHDA de 0,02, que se
selecciond como la Optima para la formacioén de la SAM mixta de MHDA/MUOH. Los
sensorgramas correspondientes a la inmovilizacion de la estreptavidina y posterior
acoplamiento del mAc hGH-12, asi como la unién de la hGH al anticuerpo, llevando a
cabo el inmunoensayo en la superficie funcionalizada con la SAM de ¥uupa=0,02 se

muestran en la Figura 3.4.
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Figura 3.4. Sensorgramas correspondientes a la inmovilizacion de 50 pg/mL de estreptavidina
(a), union de 10 pg/mL de anticuerpo a la misma (b) y deteccion de 1 pg/mL de hGH (c¢)
utilizando una SAM de ¥Mupa=0,02.

El método desarrollado para la formacion de la monocapa de estreptavidina se
compard con el uso de una SAM basada en un derivado biotinilado utilizando una
molécula de PEG tiolada en un extremo. Con esta nueva estrategia, se elimina el paso de
la biotinilacién de la SAM y con ello, una fuente de variabilidad, y al mismo tiempo se
aumenta la flexibilidad de la SAM y su resistencia a la fisisorcion de proteinas. Se

prepararon dos nuevos tipos de superficies biotiniladas. Una de ellas formada
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exclusivamente por la molécula de PEG-biotina, y la otra, por una mezcla de esta y otro
derivado de la molécula de PEG tiolada, con un grupo metoxi terminal. Esta segunda
molécula, sin capacidad de unir estreptavidina, funcionaria como molécula espaciadora,
y se escogio con un tamafno de aproximadamente la mitad del que tiene la molécula
biotinilada para no dificultar el acceso de la estreptavidina. Se prepararon distintas
superficies de SAM de PEG-biotina y de la mezcla PEG-biotina/mPEG, de manera que
se estudio el efecto de la variacion de la fraccion molar de PEG-biotina, de 0,02 a 1, y de
la concentracion en el caso de %prgbioina—1. La respuesta SPR en la inmovilizacion de 50
ug/mL de estreptavidina y posterior acoplamiento del mAc hGH-12 en las distintas
superficies se muestra en las Figuras 3.5.a y 3.5.b, respectivamente. Como se observa, el
uso de cualquiera de estas SAMs produjo sefiales SPR muy bajas en comparacion con las
sefales de inmovilizacién de estreptavidina y correspondiente union del anticuerpo,
obtenidas utilizando la SAM de alcanotioles de %umpa igual a 0,02 (9,7 y 8.5,
respectivamente). Dada la baja respuesta de las superficies no se llevd a cabo la
deteccion de hGH. Como se observa, la disminucion de % pgg.piotina 11€Va a un menor nivel
de inmovilizaciéon, llegando incluso a no observarse sefial de inmovilizaciéon de
anticuerpo alguna cuando el valor de ¥prgpiotina €5 0,02, lo que sugiere que al contrario
que en el caso de la monocapa de alcanotioles biotinilada, la inmovilizacion de
estreptavidina no se encuentra limitada por una densidad de biotina demasiado alta que
favorezca el impedimento estérico entre moléculas de estreptavidina. Por otro lado, el
aumento de la concentracion de PEG-biotina en la SAM de ¥prgpioina=1, de 0,25 a 0,5
mM no varia la repuesta de la inmovilizaciéon de estreptavidina, lo que indica que la
superficie sensora se encuentra saturada a una fraccion molar de la molécula igual a 0,25.
Teniendo en cuenta el elevado peso molecular de las moléculas de PEG utilizadas,
especialmente la de PEG-biotina, en relacion con el peso molecular de los alcanotioles,
10000 frente a 288 g/mol en el caso de la molécula biotinilada y 5000 frente a 204 g/mol
en el caso de la molécula espaciadora, en la formacion de la SAM la superficie debe
saturarse a concentraciones mas bajas de PEG que de alcanotiol. Puesto que la biotina,
con un peso molecular de 240 g/mol, solo supone un 2,4% del peso del derivado

biotinilado del PEG, los resultados sugieren que la baja eficiencia en la inmovilizacion
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del mAc hGH-12 se debe a un pobre cubrimiento de la superficie con biotina como
consecuencia del elevado tamafio de las moléculas utilizadas para la formacion de la
SAM. En este caso seria necesario optimizar las condiciones de la formacién de la
monocapa de PEG lo cual se descartd en este trabajo, dada la gran eficiencia que el uso
de la SAM de MHDA y MUOH habia demostrado en el desarrollo de la superficie de
mAc hGH-12.
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Figura 3.5. Sensorgramas correspondientes a la inmovilizacion de estreptavidina (a) y
correspondiente union del anticuerpo biotinilado (b), sobre las SAM formadas por PEG-

biotina y PEG-biotina/mPEG.

3.4.2. Comparacion de la eficiencia de la monocapa de estreptavidina

formada, con la de un chip comercial de estreptavidina

Finalmente, una vez optimizado el protocolo de formacién de la superficie de
estreptavidina, se compard la eficiencia de esta con la de un chip comercial
funcionalizado con esta proteina. Este chip, fabricado por Xanfec, se basa en una
superficie cubierta por un hidrogel de carboxidextrano de densidad media, que forma una
capa de 200 nm de grosor. La respuesta SPR para la inmovilizacién del mAc hGH-12 y
la correspondiente deteccion de 1 pg/mL de hGH en PBST pH 7,4 se muestran en la
Figura 3.7. Como se puede observar, el uso del chip comercial redujo drasticamente el

rendimiento del inmunoensayo frente al obtenido con el método desarrollado en este
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trabajo con la formacion de la monocapa de estreptavidina a partir de una superficie
sensora no funcionalizada; la disminucion fue aproximadamente de un 70% de la sefal
de inmovilizacion del mAc hGH-12, y ademas no dio lugar a sefial de deteccién de hGH
alguna. La baja sefial de inmovilizacion de anticuerpo podria explicarse por un fenémeno
de impedimento estérico debido a una gran densidad de estreptavina sobre la superficie.
A diferencia de las monocapas autoensambladas los hidrogeles de dextrano no permiten
controlar la distribucién de los puntos de union a la molécula a inmovilizar, puesto que
todas las moléculas que conforman el hidrogel contienen un grupo carboxilico terminal.
Asi pues, la densidad de los grupos carboxilicos depende de la densidad del hidrogel, y
es con seguridad, mucho mayor que la que presenta la SAM de MHDA:MOUH
preparada en este trabajo. Por otro lado, en una matriz tridimensional, como la formas
estos hidrogeles, la molécula de anticuerpo biotinilada puede unirse a la estreptavidina
por multitud de sitios, lo que puede conllevar que los dominios de union a la hormona
queden dificilmente accesibles a la misma. Esto explicaria la ausencia de sefial de
deteccion de hGH, puesto que con la sefial de anticuerpo obtenida y de acuerdo a
resultados de ensayos realizados utilizando la SAM de MHDA:MUOH, se esperaba

mayor respuesta.
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Figura 3.7. Sensorgramas correspondientes al inmunoensayo realizado utilizando un chip de
estreptavidina comercial: a) inmovilizacion del mAc hGH-12 biotinilado y (b) deteccion de la
hGH.
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3.4.3. Seleccion del grado de biotinilacién del mAc hGH-12

El paso siguiente a la formacion de la monocapa de estreptavidina fue el estudio
de la influencia del grado de biotinilacién del mAc hGH-12 sobre el rendimiento del
inmunoensayo. Puesto que la estrategia de biotinilacion utilizada estd dirigida a los
grupos amino del anticuerpo, la zona de reconocimiento de la hormona puede resultar
alterada y, por tanto, su capacidad de unién a la misma, por lo que la Unica forma de
reducir este efecto, es optimizar el grado de biotinilacion del mismo. Los mAc hGH-12
modificados con diferente exceso molar del reactivo de biotina fueron inyectados sobre
superficies de estreptavidina previamente preparadas siguiendo el protocolo optimizado
anteriormente. Una vez llevada a cabo la inmovilizacion del mAc hGH-12 biotinilado se
comprobd su funcionalidad mediante la inyeccion de 1 ug/mL de hGH en PBST pH 7,4.
La Figura 3.8 muestra la respuesta SPR para la inmovilizacion del anticuerpo biotinilado
utilizando diferentes relaciones molares mAc hGH-12:sulfo-NHS-LC-biotina (1:5, 1:10,
1:25, 1:50, 1:100), asi como las correspondientes sefiales de detecciéon de la hGH. La
sefial de inmovilizaciéon del mAc hGH-12 aumenté con el grado de biotinilacion
especialmente al pasar de un exceso molar de biotina de 25 a 50 veces respecto a la
concentracion del anticuerpo. La diferencia en el nivel de inmovilizacion de este fue
menor entre el uso de un exceso de 50 o 100, e insignificante entre el uso de un exceso
de 5y 10. Sin embargo, la mayor respuesta SPR para la deteccion de la hGH no se
correspondid con la observada para la inmovilizacién del mAc hGH-12, de forma que el
mayor rendimiento del inmunoensayo se obtuvo utilizando el anticuerpo biotinilado en
una relacion 1:50, mientras que la sefial obtenida con el anticuerpo con mayor grado de
biotinilacion fue menor incluso que la que se obtuvo biotinilando el anticuerpo en una
relacion 1:25. Este resultado indica que la biotinilacion del anticuerpo en una relacion
superior a 1:50 altera la funcionalidad del mismo reduciendo considerablemente su
capacidad de reconocimiento de la hGH. Sugiere también que el leve aumento de la sefial
de inmovilizacién del anticuerpo observado al incrementar el exceso molar de biotina de
50 a 100 veces, en comparacion con el observado cuando este aumenta de 25 a 50 veces,
se debe a que el incremento del grado de biotinilacion del anticuerpo por encima del ratio

1:50 lleva a la saturacion de la monocapa de estreptavidina, y no a que el anticuerpo

88



Inmunoensayo para la deteccion de isoformas de la hormonade crecimiento humana ysu
aplicacion en test anti-doping

presente menor grado de biotinilacion de lo que le corresponderia con el exceso de
biotina utilizado, y que significaria que estaria teniendo lugar la saturacion de la propia
reaccion de biotinilacion. Puesto que el mayor rendimiento del inmunoensayo se obtuvo
empleando el mAc hGH-12 biotinilado en ratio 1:50, este fue el grado de biotinilacion

seleccionado para la modificacion del mismo.
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Figura 3.8. Sefiales de inmovilizacion del mAc hGH-12 con distinto grado de biotinilacién.

3.5. Evaluacion de la eficiencia de la monocapa de mAc hGH-12

La eficiencia de la superficie biofuncionalizada de mAc hGH-12 se evalué
llevando a cabo un inmunoensayo directo para la deteccion de hGH en un rango de
concentracion entre 0,05 y 5 ug/ mL. Se prepararon las soluciones de hormona de
distinta concentracion y cada una se inyectd tres veces secuencialmente sobre una misma
superficie, llevando a cabo la regeneracion de la misma tras cada medida. Las sefiales de
la determinacion de la hormona en el intervalo de concentracion ensayado, se muestran
en el sensorgrama de la Figura 3.9.a. La curva de calibrado calculada a partir de los
resultados obtenidos de las medidas por triplicado se muestra en la Figura 3.9.b, al igual
que las caracteristicas analiticas del inmunoensayo. Cada punto de la curva representa el

valor medio de las tres sefiales obtenidas. El limite de deteccion (LOD) calculado es 5
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ng/mL y el rango lineal es de 37-10° ng/mL. El LOD es inferior al nivel de corte
establecido para el diagnéstico de insuficiencia de hGH (10 ng/mL) lo que indica que
con este método podria alcanzarse la sensibilidad necesaria para la aplicacion del
inmunosensor en el diagnostico de enfermedades relacionadas con niveles bajos de hGH,
para lo que se mide la hormona circulante sin discriminar entre isoformas.

Para la regeneracion de la superficie se utiliz6 una solucion de HCI 5 mM, la
cual habia demostrado en anteriores trabajos del grupo su utilidad para la reutilizacion de
inmunosensores. El flujo de HCl se mantuvo solo durante 100 segundos y a una
velocidad de 30 uL/min. A pesar de la dificultad de conservar la funcionalidad de las
superficies sensoras modificada con anticuerpo tras el uso de buffers de regeneracion, la
solucion de HCl empleada para la ruptura de la interaccion entre el mAc hGH-12 y la
hGH permitio la reutilizacion del sensor a lo largo de tres ciclos de medida en los que se
recuper? la sefial inicial del SPR después de cada regeneracion tal como refleja la Figura
3.10.

Para evaluar la reproducibilidad del inmunoensayo se calculo el CV del
intraensayo a partir de las medidas realizadas reutilizando la superficie de mAc hGH-12,
y el CV del interensayo a partir de las medidas realizadas con distintos chips de este
anticuerpo. Los valores medios del CV intra e interensayo obtenidos fueron de 8,23 y
7,4%, respectivamente, lo que demuestra la baja variabilidad del inmunoensayo. Dada la
dificultad de conseguir reproducir las medidas realizadas con una misma superficie de
anticuerpo debido a la vulnerabilidad del mismo frente al uso de soluciones de
condiciones extremas como el HCl1 5 mM (pH 2,3), el bajo CV intraensayo obtenido en
este trabajo demuestra la gran eficiencia del método utilizado para la inmovilizacion del
mAc hGH-12, que permitio la reutilizacion de la superficie sensora al menos durante tres

ciclos de medida.
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Figura 3.9. Inmunoensayo para la determinacion de la hGH en el intervalo de concentracion de

0,05-5 pg/mL. A) Seiiales SPR de deteccion de la hormona y (b) Curva de calibrado.
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Figura 3.10. Sensorgrama correspondiente a tres ciclos de medida de la hGH donde
se observa la sefial de deteccion de la hormona y las correpondiente regeneracion de

la superficie de mAc hGH-12 tras la union de la hormona utilizando HCI 5 mM.

3.6. Inmunoensayo sandwich para la determinacion de isoformas hGH

22 y 20K en suero

Tras desarrollar la superficie de mAc hGH-12 y comprobar la eficiencia de la

misma, se procedid a la realizacion de un inmunoensayo tipo sadndwich para la
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determinacion de las isoformas 22 y 20K de la hGH en muestras de suero humano. Como
se comentd en el apartado 3.2, para la deteccion selectiva de estas isoformas se utilizaron
los anticuerpos hGH-25 y 33. Para evaluar previamente la selectividad de los anticuerpos
se realiz6 primero un ensayo en PBST pH 7,4. Se prepard una solucion de cada isoforma
a 1 pug/mL y se fluyeron sobre la misma superficie de mAc hGH-12, utilizando una celda
de medida para cada isoforma. Tras la unién de estas al anticuerpo se realizaron dos
inyecciones sucesivas en cada celda, primero del anticuerpo no especifico (mAc hGH-25
donde se unid la hGH 20K y mAc hGH-33 donde se unié la hGH 22K) y seguidamente
del anticuerpo especifico, para cada variante de la hGH, ambos preparados a una
concentracion de 25 pg/mL. El PBST se utiliz6 tanto en el flujo como en la preparacion
de la muestras. Como se observa en los sensorgramas de la Figura 3.11 tras las altas
sefales de union de las dos isoformas a la superficie de mAc hGH-12 no se observo
respuesta de union del anticuerpo inespecifico en cada caso, mientras que el especifico
dio lugar a una gran sefial de reconocimiento de la variante correspondiente. De esta
forma se demostro tanto la alta especificidad de la unién del mAc hGH-25 y 33 por la
hGH 22K y 20, respectivamente, como la ausencia de adsorcion inespecifica de estos

anticuerpos sobre la superficie sensora.
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Figura 3.11. Evaluacion de la selectividad de los anticuerpos mAc hGH-25 y mAc hGH-33 en la
deteccion de la hGH 22K (a) y hGH 20K (b).
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Una vez descartada la posibilidad de reactividad cruzada en el ensayo sandwich,
se comprobo si la reduccion de la concentracion del anticuerpo de deteccion afectaba al
rendimiento del inmunoensayo. Dado el comportamiento similar observado entre los
anticuerpos hGH 25 y 33, solo se utiliz6 el par hGH 22K/mAc hGH-25 para la prueba,
que se realizo utilizando PBST pH 7,4 como buffer de trabajo. Una solucion de 50
ng/mL de hGH 22K, la concentracion de hormona mas baja utilizada en el inmunoensayo
directo descrito en el apartado previo, se fluyd sobre una superficie de mAc hGH-12 y
seguidamente se inyect6 una solucion del mAc hGH-25 a 25 pg/mL en una de las celdas
de medida y otra a 10 pg/mL en la otra celda. Como se observa en la Figura 3.12, la
disminucién de la concentraciéon de anticuerpo en mas de la mitad de la ensayada
previamente, conduce a una pérdida insignificante de la sefial de SPR. Por lo tanto, se
seleccionod 10 pg/mL como la concentracion de los anticuerpos hGH-25 y 33 a utilizar en

el inmunoensayo.

0,5 MAc hGH-25 25 jig/mL

mAc hGH-25 10 ug/mL
0,4
8 03 OFF
© {
2
& 024
[ 8
k]
& o1{ ON
'
0,0
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Figura 3.12. Optimizacion de la concentracion del
anticuerpo de deteccion. Union del mAc hGH-25 a la

hGH 22K.

Como se menciond en el apartado 2.5, para llevar a cabo el inmunoensayo con
muestras de suero humano se utilizo el buffer PBST-S, que previene la adsorcion
inespecifica cuando se trabaja con este tipo de muestras. Previamente a la realizacion del
inmunoensayo en suero se llevd a cabo la deteccion de las isoformas de la hormona a

partir de una mezcla de ambas en PBST-S, a una concentracion de 1 pg/mL cada una. De

93



Capitulo 3

esta forma se observd la respuesta SPR bajo las condiciones que se emplearian en el
ensayo con muestras de suero, en las que las isoformas de la hGH se unen a la superficie
de mAc hGH-12 de forma simultanea, y la posterior union de los correspondientes
anticuerpos para la deteccién selectiva de las mismas se realiza en PBST-S, utilizando la
misma celda de medida. Ademas, con la intencion de comprobar si el orden de inyeccion
de los anticuerpos influye en la sefial de deteccion producida por la union de estos a las
isoformas respectivas, se evaluaron las dos secuencias de inyeccion posibles, preparando
los anticuerpos hGH-25y 33 en PBST-S a 10 pg/mL. Las sefiales de deteccion obtenidas
se muestran en la Figura 3.13 donde se observa que la respuesta del SPR no vario entre
las dos secuencias de inyeccidn utilizadas. Sin embargo, la sefial de unién del mAc hGH-
25 a la hGH 22K fue algo menor que la del mAc hGH-33 a la isoforma 20K, debido
probablemente a que la reduccion de la unién Ag-Ac causada por el buffer PBST-S tiene
un efecto més acusado sobre la interaccion del par hGH-22K/mAc hGH-25 que sobre la
del par hGH-20K/mAc hGH-33.

a) b)

mAc hGH-33 inyectado en primer lugar (PBST-S) mAc hGH-25 inyectado en primer lugar (PBST-S)
mAc hGH-33 inyectado en segundo lugar (PBST—S)a) mAc hGH-25 inyectado en segundo lugar (PBST-S)

Reflectancia (%)
Reflectancia (%)

T T 1 T T T 1
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 3.13. Sefales de acoplamiento de los anticuerpos hGH-25 (a) y hGH-33 (b) en PBST-S

en funcion de la secuencia de inyeccion llevada a cabo.

Puesto que los niveles circulantes de la hGH 20K son aproximadamente de un
orden inferior al de la 22K, para llevar a cabo el inmunoensayo en suero, las isoformas se

ensayaron en dos intervalos de concentracion distintos, 5-50 ng/mL y 1-1.5x10° ng/mL,
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respectivamente, de forma que las condiciones de trabajo se asemejaran lo mas posible a
condiciones reales. Se prepararon soluciones con la hGH 22 y 20K mezcladas en
distintas proporciones en suero humano comercial diluido en proporcion 1:1 con PBST-
S. Las relaciones 22K:20K (ng/mL) utilizadas fueron 1:0.5, 1:1, 10:1, 20:1, 40:10,
100:10, 200:20, 500:20, 10%50 y 1.5x10%50. Cada muestra con la mezcla de isoformas
se fluyd sobre la superficie funcionalizada con mAc hGH-12 seguida de una solucion
del anticuerpo hGH-25 y otra de hGH-33, ambas inyectadas secuencialmente, en este
orden, a 10 pg/mL en PBST-S, para la deteccion selectiva de isoforma 22K y 20K,
respectivamente.

Para poder reutilizar la superficie sensora se hicieron pruebas con la solucion de
HCI 5 mM, que habia demostrado su eficacia para regenerar la superficie de mAc hGH-
12 en el inmunoensayo directo (apartado 3.5). Sin embargo, en este formato de
inmunensayo el HCI solo consiguié eliminar parte del anticuerpo de deteccion puesto
que no se logro recuperar la sefial original, previa a la inyeccion de la muestra de suero.
Puesto que alargar la exposicion de la superficie a la solucion de HCI o buscar
condiciones de regeneracion mas extremas conllevaria una probable alteracion de la
funcionalidad del anticuerpo y con ello una pérdida de sensibilidad del inmunoensayo, se
optd por no reutilizar la superficie de mAc hGH-12, de forma que solo se realiz6 una
medida con cada zona sensora. Se llevaron a cabo triplicados de cada muestra, dos
medidas se realizaron en un mismo chip, cada una en una celda distinta, y para la tercera
medida se utilizd un chip distinto, que dio lugar a una respuesta similar. Como se
observa en la Figura 3.14, las curvas de calibrado calculadas a partir de los resultados

obtenidos se ajustan a funciones diferentes.
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Figura 3.14. Curvas de calibrado del inmunoensayo para la determinacion en suero de la hGH
22K (a) and 20K (b) en un intervalo de concentracién de 0.5-50 ng/mL y 1-1.5x10° ng/mL,
respectivamente. El limite de deteccion fue de 0,9 ng/mL para las dos isoformas. El1 CV del
inmunoensayo fue de 6,7% en el caso de la determinacion de la hGH 22K y de 7,16% en el caso

de la hGH 20K.

Debido al diferente intervalo de concentracion ensayado solo se alcanzo la zona
de saturacion de la curva en el caso de la determinacion de la isoforma 22K, mientras
que la respuesta de la determinacion de la 20K se ajusté a un modelo lineal con un alto
coeficiente de correlacion (R*=0.9967). El limite de deteccion del inmunonensayo para
ambas variantes es de 0,9 ng/mL. Aunque aun no se han establecidos niveles de corte
para la deteccion de dopaje con hGHr, este valor es inferior al nivel basal medio de la
hGH 22K en suero, de aproximadamente 1 ng/mL [39], aunque supera el de la variante
de 20 kDa, que es aproximadamente un 10% del de la hGH 22K. La sensibilidad del
inmunoensayo es por tanto adecuada para la determinacion de esta ultima isoforma tras
la administracion de hGHr, la cual produce la elevacion de los niveles circulantes de la
hGH 22K. El intervalo de trabajo del inmunoensayo permite la determinacion de esta
isoforma hasta un nivel de concentracion maximo de 200 ng/mL, dos veces superior a los
picos maximos alcanzados en condiciones fisioldgicas. Sin embargo, aunque los niveles
alcanzados por ambas variantes tras el dopaje con la forma recombinante dependen de la
concentracion de hGH presente en suero en el momento de la administracion de la

misma, debido a la reduccion del nivel de la isoforma 20K que esta causa, la deteccion
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de sus niveles en suero tras el dopaje con la hormona es dificil con la sensibilidad
alcanzada en este inmunoensayo. Por otro lado los valores medios de los coeficientes de
variacion son 6,7% y 7,16%, en la determinacion de las isoformas de 22 y 20 kDa

respectivamente, lo que demuestra la alta reproducibilidad del inmunoensayo.

3.7. Conclusiéon

En este trabajo se ha desarrollado un inmunosensor SPR para la determinacion
simultanea de las isoformas de 22 y 20 kDa en suero humano, basica en el desarrollo de
tests anti-doping. Hasta el momento este es el Unico biosensor publicado que permite la
determinacion de las variantes de la hormona en un Unico ensayo. Para su desarrollo se
ha optimizado un método de biofuncionalizacion basado en el uso del sistema
biotina/estreptavidina para la inmovilizacion dirigida de un anticuerpo especifico para las
dos isoformas, y utilizando otros dos anticuerpos altamente selectivos para la deteccion
de cada una de ellas en un inmunoensayo tipo sandwich. En el ensayo directo realizado
previamente para evaluar la eficiencia de la superficie sensora se alcanzo un limite de
deteccion de 5 ng/mL, valor comparable al alcanzado por inmunosensores basados en el
formato de inhibicién, utilizado preferentemente cuando se pretende conseguir una gran
sensibilidad. Ademas, la superficie pudo reutilizarse hasta tres veces con muy poca
variabilidad entre las medidas, algo poco comun en este formato de inmunoensayo en el
que la superficie se funcionaliza con el anticuerpo en lugar del analito, debido a la
dificultad de mantener la funcionalidad del anticuerpo inmovilizado tras someterlo a las
condiciones extremas propias de las soluciones &cidas utilizadas para regenerar la
superficie sensora. La excelente reproducibilidad del ensayo, no solo reutilizando la
misma superficie sino también realizdndolo en distintos chips, junto con la alta
sensibilidad alcanzada, demuestran el éxito del método utilizado para el desarrollo de la
superficie anti-hGH. Por otro lado, la alta especificidad de los anticuerpos utilizados para
la determinacion de la hGH 22 y 20K hizo posible llevar a cabo un inmunoensayo
sandwich altamente selectivo y reproducible, cuya sensibilidad permite la deteccion de
ambas variantes en suero a niveles tan bajos como 0,9 ng/mL. El inmunosensor

desarrollado permite la determinacion rapida y fiable de ambas isoformas, haciendo uso
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de un reducido volumen de muestra, lo que junto con la portabilidad del dispositivo, que
permite realizar las medidas en el momento de la competicion o en las circunstancias
mas apropiadas para la deteccion del dopaje con la hGHr, hacen que este método resulte
una herramienta muy prometedora para su aplicacién en tests anti-doping. Sin embargo,
aunque las autoridades y organizaciones deportivas no han establecido aun los niveles de
corte de las isoformas de la hGH para poder detectar condiciones de dopaje [40], los
niveles de concentracion extremadamente bajos que la hGH 20K puede alcanzar en suero
en dichas condiciones (inferiores a 50 pg/mL), limitarian seriamente la aplicacion de este
inmunosensor en tests anti-doping. De forma alternativa, el método desarrollo en este
trabajo podria llevarse a cabo utilizando otros dipositivos biosensores de mayor
sensibilidad, como los que estan siendo desarrollados en nuestro grupo, interferémetros
biomodales basados en tecnologia optoelectronica de Silicio, cuya sensibilidad es

aproximadamente 1000 veces superior a la de los sistemas SPR [41, 42].
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4. Inmunoensayo SPR para el
diagnostico de Hipotiroidismo
Congénito (HC)

4.1. Introduccion

4.1.1. Hormona estimulante del tiroides (hTSH)

La hormona estimulante de la gldndula tiroides (hTSH), también conocida como
Tirotropina, se sintetiza en la adenohipofisis al igual que la hGH, y pertenece a una
familia de glicoproteinas formada por la hTSH, hLH (hormona luteinizante), hFSH
(hormona estimulante folicular) y hCG (gonadotropina coridnica), que presentan una
estructura heterodimérica compuesta por la subunidad @, que es comln a las cuatro
glicoproteinas, y una subunidad [} que confiere una actividad bioldgica especifica a cada
una de ellas [1]. La hTSH esta formada por 210 aminoacidos y aunque el peso molecular
calculado a partir de su secuencia aminoacidica es de 28000 Da, los carbohidratos
presentes en su estructura aumentan significativamente este valor que se estima cercano a

30000 Da. La hTSH desempeia un papel clave en la funcion tiroidea puesto que estimula
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el crecimiento de la glandula y es responsable de la regulacion de la sintesis de hormonas
tiroideas, tiroxina (T4) y triyodotironina (T3), a través de las cuales el tiroides controla el
metabolismo y mantiene la temperatura corporal normal y el ritmo cardiaco [2, 3]. La
sintesis y liberacion de la hTSH esta regulada por la hormona liberadora de tirotropina
(TRH) que ejerce una funcion estimuladora de la hTSH, y por las propias hormonas
tiroideas T3 y T, cuya presencia en circulacion causa un efecto inhibidor de la liberacion
de la hTSH mediante un mecanismo de regulacion por retroalimentacion negativa.
Ademas, la hGH, la dopamina y los glucocorticoides disminuyen la liberacion de la

hormona.

4.1.2. Diagnostico del Hipotiroidismo Congénito Neonatal

El hipotiroidismo congénito (HC) se define como una deficiencia de hormonas
tiroideas que se presenta en el momento del nacimiento del individuo. Las causas mas
comunes de esta enfermedad son un problema en el desarrollo de la glandula del tiroides
(disgénesis) o un desorden en la biosintesis de las hormonas tiroideas (dishormogénesis),
resultando ambas en un HC primario. El HC secundario o central esta causado por una
deficiencia congénita de la hTSH, que en muy raras ocasiones se debe a una causa
aislada (mutaciones en el gen que codifica para la subunidad [} de la hTSH), sino que
normalmente estd asociada a otras deficiencias de hormonas pituitarias, lo que se
diagnostica como Hipopituitarismo Congénito. Por otro lado, cuando la deficiencia
congénita afecta directamente al transporte hormonal o causa la resistencia de tejidos
diana a la Tiroxina, se diagnostica un HC periférico, el cual es también extremadamente
raro. Segun si la enfermedad es o no reversible, el HC se clasifica en permanente o
transitorio. El primero se refiere a una deficiencia de hormonas tiroideas persistente, que
requiere un tratamiento de por vida. El HC transitorio, por el contrario, significa una
deficiencia temporal de T; y T, de forma que tras los primeros meses o afios después del
nacimiento se alcanzan niveles normales de hormona. La etiologia de la enfermedad
determina el tipo de HC en el diagndstico de confirmacion, que es fundamental para el
tratamiento de la misma [4]. El 75% de los hipotiroidismos congénitos corresponden a

disgenesias tiroideas, ya sea agenesia (ausencia total de la gldndula), hipoplasia
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(desarrollo incompleto de la glandula), o mas frecuentemente, ectopia de la glandula,
caso en el que normalmente el nifio nace con tiroides lingual o sublingual. E1 10% de los
casos de HC se deben una dishormogénesis tiroidea, y el resto a hipotiroidismos
secundario y transitorio [5].

El HC primario se desarrolla en la etapa fetal y afecta principalmente al sistema
nervioso y tejido esquelético, aunque el recién nacido no presenta sintomas debido a la
proteccion relativa y transitoria otorgada por el paso transplacentario de hormonas
tiroideas maternas. Es la enfermedad endocrina mas frecuente en pediatria, con una
incidencia de 1 entre 3000 o 4000 recién nacidos, y la causa mas comun de retraso
mental prevenible por medio de un diagndstico precoz y tratamiento oportuno [6, 7]. A
comienzos de 1970 se cred un programa de screeming neonatal para la deteccion
temprana de la enfermedad que se puso en funcionamiento en paises desarrollados y gran
parte de los paises en desarrollo. Este diagnostico previene el retraso mental si el
tratamiento comienza dentro del primer mes de vida [7-9]. El método, desarrollado
ampliamente durante los Ultimos 35 afios, se lleva a cabo de forma rutinaria entre las
primeras 48 y 72 h tras el nacimiento, y consiste en la medida de la concentracion de
hTSH en sangre total obtenida mediante la puncion del talon del recién nacido, con la
que se impregna un papel de filtro. En el caso de un resultado positivo en este test, se
realiza una prueba de confirmacion diagnostica en la que se determinan los niveles de
hTSH y T, en suero, cuyos niveles fisiologicos en el momento del nacimiento se
encuentran en el intervalo de concentracion de 1,7-10 pU/mL (0,23-1,37 ng/mL) y 650-
1630 pug/mL, respectivamente [8, 10]. El nivel de corte de la hTSH en sangre total es de
10 pU/mL (1,37 ng/mL), de forma que niveles inferiores indican la ausencia de
hipotirodismo. Un nivel de hTSH por encima de 25 pU/mL (3,34 ng/mL) sugiere HC
primario e implica que se realice un estudio de confirmacion diagnostica de forma
inmediata. Por otro lado, se mantiene una zona de seguridad con niveles de hTSH entre
10-25 pU/mL (1,37-3,34 ng/mL) en sangre total, ante la posibilidad de hipotiroidismos
con leves elevaciones de hTSH, y se procede a una segunda determinacion a las dos
semanas aproximadamente del nacimiento. Si tras el segundo test los niveles de hTSH se

mantienen por encima de 10 pU/mL (1,37 ng/mL) se procede a la confirmacion
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diagnostica. Niveles séricos de hTSH superiores a 10 pU/mL (1,37 ng/mL) y de T4
inferiores a 650 pug/mL confirman el diagnostico, de manera que se procede a un estudio
completo realizando las pruebas necesarias para conocer las causas de la enfermedad y
poder realizar el tratamiento apropiado. Este estudio se realiza igualmente en caso de
descartarse HC primario con niveles de hTSH superiores a 10 pU/mL (1,37 ng/mL), con
la intencion de averiguar el tipo de HC que padece el nifio [8, 11]. Frente a resultados no
concluyentes también se debe realizar tratamiento.

Los immunoensayos que se llevan a cabo en la determinacion de la hTSH y la
T4, tanto en el test de screening como en las pruebas confirmatorias son de tipo ELISA,
IRMA vy flouroinmunoanalisis [8, 12]. El uso del biosensor SPR frente a estas tres
técnicas inmunoldgicas aporta importantes ventajas. Por un lado se evita el uso de
moléculas marcadoras, necesarias en las técnicas convencionales, que requieren de
previas etapas de incubacion de la muestra, asi como del empleo de personal cualificado
para el trabajo con cierto tipo de marcadores (como en el caso del uso de radioisétopos) e
instrumentacion. Estos requirimientos hacen el andlisis mas laborioso e incrementan los
costes del mismo asi como el tiempo empleado. En este sentido el uso del biosensor SPR
permite la automatizacion del analisis, puesto que este se realiza con una simple
injeccion de la muestra en el dispositivo, y una lectura directa del resultado. Puesto que
el tiempo de analisis estd limitado exclusivamente al recorrido de la muestra desde su
injeccion hasta que alcanza la superficie sensora, la medida se realiza en 20 minutos. Por
otro lado, la portabilidad de estos dispositivos permite realizar medidas in-situ, de forma
que la muestra de sangre total o suero del recién nacido puede ser analizada en el mismo
momento y lugar en que se obtiene, lo que junto con la rapidez del analisis los hace
ideales para su uso en el screening neonatal. En contraposicion, la desventaja que
presenta el uso del biosensor SPR frente a las técnicas analiticas utilizadas
convencionalemente en la determinacion de la TSH y Ty, es que no permite alcanzar la
sensibilidad que puede llegar a obtenerse empleando los kits comerciales disponibles, 0,5

pg/mL en el caso de la T,y 0,05 pU/mL (7 pg/mL) en el caso de la TSH.
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4.2. Estrategias utilizadas para el desarrollo del inmunoensayo de
deteccion de la hTSH

El inmunoensayo para la determinacion de hTSH se llevé a cabo empleando dos
métodos distintos para la inmovilizacion del anticuerpo mAc hTSH-2. El primero de
ellos se basd en el uso del sistema biotina/estreptavidina optimizando el método
desarrollado previamente para la inmovilizacion del mAc hGH-12 en el trabajo con las
isoformas de la hGH (Capitulo 3), con el que se consigui6 un alto rendimiento en el
inmunoensayo. La superficie se funcionalizd6 con la SAM optimizada en ese trabajo,
formada por una mezcla de MHDA y MUOH, en la que ¥yupa=0,02. Como se comentd
anteriormente, el método requiere la biotinilacion tanto de la SAM de la superficie como
del anticuerpo. En este trabajo fueron utilizadas nuevas estrategias para llevar a cabo
ambos procesos, con la intencion aumentar la eficiencia de la inmovilizacion del
anticuerpo, y con ello el rendimiento del inmunoensayo. Con el fin de comparar la
eficiencia del método de inmovilizacion de anticuerpos via biotina/estreptavidina, con
otra estrategia de inmovilizacion utilizada convencionalmente, el inmunoensayo de la
hTSH también se llevé a cabo mediante el desarrollé un método para la inmovilizacion
del mAc hTSH-2, basado en el uso de la proteina G. En este método, el anticuerpo fue
inmovilizado en su forma nativa sobre una monocapa de proteina G preparada mediante
la unién covalente de esta proteina a la superficie sensora previamente funcionalizada

con la SAM apropiada.

4.3. Inmovilizacion del anticuerpo anti-hTSH (mAc hTSH-2) mediante el

sistema biotina/estreptavidina

Para la formaciéon de la monocapa de estreptavidina se utilizd una nueva
estrategia de biotinilacion de la SAM de la superficie, basada en el uso de una molécula
distinta a la biotina-LC-hidrazida, empleada en el procedimiento de biotinilacién de la
SAM descrito en el Capitulo 3. En el reactivo biotina-LC-hidrazida, la biotina esta unida
a una cadena hidrocarbonada (LC) que funciona de brazo espaciador, y se une a la SAM

a través del grupo hidrazida que presenta el extremo de dicha cadena. El nuevo reactivo
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que se empled, amino-PEG,-biotina, es un derivado del PEG biotinilado en el que la
cadena de PEG, de longitud similar a la cadena hidrocarbonada del primer reactivo, actlia
al igual que éste como brazo espaciador entre la molécula de biotina y la superficie de la
monocapa. A diferencia de las cadenas hidrocarbonadas el PEG aporta flexibilidad al
brazo espaciador, lo que favorece la libertad de movimiento de las moléculas de
estreptavidina que se unan a la biotina, y por otro lado, debido al caracter hidrofilico de
la molécula, el PEG ejerce una fuerte inhibicion de la adsorcion inespecifica de otras
proteinas. Para comparar ambas estrategias de biotinilacion se prepararon dos superficies
de estreptavidina empleando los dos reactivos de biotina siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado 2.4.

La biotinilacion del mAc hTSH-2 para su union a la monocapa de estreptavidina
se llevd a cabo siguiendo dos estrategias diferenciadas en funcién de la zona del
anticuerpo que resulta modificada. Una de ellas se utilizd para la biotinilacién de los
grupos amino del anticuerpo, y la otra para la biotinilacion de los radicales glucidicos
presentes en su estructura, tras la oxidacion de los mismos. Para la primera estrategia se
emplearon dos derivados de biotina distintos, el reactivo sulfo-NHS-LC-biotina,
empleado en el Capitulo 3, y el reactivo NHS-PEG,-biotina, mientras que para la
biotinilacion de los radicales glucidicos oxidados se empled biotina-LC-hydrazida
(también utilizado en la biotinilacion de la SAM). Mientras que los derivados con el
grupo NHS reaccionan con los grupos amino del anticuerpo, pertenecientes mayormente
a las cadenas laterales de Lisinas distribuidas por toda su superficie, el reactivo biotina-
LC-hydrazida reacciona con los grupos aldehidos, los cuales forman parte de los
radicales glucidicos una vez han sido oxidados. Puesto que a diferencia de los residuos
de Lisina, presentes en toda la estructura del anticuerpo, las cadenas glucidicas sélo se
encuentran en la region Fc, esta estrategia de biotinilacion, dirigida a la zona del
anticuerpo que no interviene en la union con el antigeno, resulta mucho maés interesante
que la primera. Sin embargo, el patron de glicosilacién varia mucho entre anticuerpos
policlonales y monoclonales ya que estos ultimos presentan menos carbohidratos en su
estructura, por lo que esta estrategia de biotinilacién puede no resultar eficiente para ese
tipo de anticuerpos, como es el caso de este trabajo. En el caso de que la biotinilacion se

Ileve a cabo via grupos amino del anticuerpo, el uso de un reactivo con una molécula de
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PEG como brazo espaciador entre la biotina y el anticuerpo, en lugar del brazo LC del
derivado de biotina hasta ahora empleado, al igual que en el caso de la biotinilacion de la
monoacapa de tioles, aporta libertad de movimiento a los anticuerpos unidos a la
estreptavidina, ademas de ejercer una fuerte inhibicion de la adsorcion inespecifica.
Ademas, debido al tamafio del PEG del NHS-PEG,-biotina, la longitud del brazo
espaciador es mayor que la del sulfo-NHS-LC-biotina, lo que aporta mayor capacidad
para prevenir el impedimento estérico entre anticuerpos.

Al igual que en el trabajo con la hGH, para aumentar el rendimiento de la
biotinilacion y evitar en lo posible la contaminacién de la muestra de mAc hTSH-2
biotinilado con otras proteinas presentes en el liquido ascitico murino (muestra de
partida), se llevo a cabo la purificacion por afinidad del anticuerpo previamente a su
biotinilacion. EI mAc hTSH-2 fue purificado mediante cromatografia de afinidad.
Debido al alto coste de la hTSH, se descartdé funcionalizar la columna con la propia
hormona, y se utilizé una columna de proteina G comercial. Dada la gran afinidad que la
proteina G presenta por la region Fc de todas las subclases de 1gG (especialmente de
ratbn y humanos), estas columnas cromatograficas permite obtener la muestra de
anticuerpos libre de cualquier proteina o anticuerpo que no sea IgG. De este modo el
grado de purificacion del mAc hTSH-2 (1gG,) depende solo del contenido de otras 1gGs
presentes en la muestra, que se supone representan una fraccion minima de anticuerpo.
Para purificar el mAc hTSH-2 en primer lugar el liquido ascitico precipitado con sulfato
amonico, se separ0 del resto de componentes del mismo mediante centrifugacién y se
prepar0 en fosfato sdédico 20 mM pH 7. La purificacion se llevé a cabo siguiendo el
mismo protocolo descrito en el apartado 3.3.1 para la columna de hGH, utilizando como
buffer de unién a la columna el fosfato soédico pH 7 y eluyendo el anticuerpo con una
solucién de Gly-HCI pH 2,8.

Una vez purificado, se procedié a la biotinilacion del mAc hTSH-2, utilizando la
relacion biotina:Ac 50:1, que ya habia demostrado ser la relacion molar éptima para la
inmovilizacion del anticuerpo en el trabajo con la hGH. La biotinilacion con los reactivos
NHS-PEG;,-biotina y sulfo-NHS-LC-biotina se realiz6 siguiendo el mismo protocolo. Se

prepararon dos soluciones de 1 mL de anticuerpo a una concentracion de 1 mg/mL en
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PBS pH 8, y a cada una se le anadio el volumen necesario de uno u otro reactivo, ambos
preparados en agua a una concentracion de 20 mM, para alcanzar un exceso molar de
biotina de 50. Tras incubarse durante 30 minutos a temperatura ambiente, el exceso de
biotina sin reaccionar se elimindé mediante el uso de una columna PD 10 con la que se
dializo el medio del mAc hTSH-2 a PBS pH 7.,4. Para la biotinilaciéon con biotina-LC-
hidrazida se procedio primero a la oxidacion del anticuerpo, para lo cual se mezclé 1 mL
de mAc hTSH-2 con 1 mL del agente oxidante, NalO4 20 mM, ambos preparados en
PBS pH 7.4, y la solucién se incubd durante 30 minutos a 4° C, protegiéndola de la luz.
Posteriormente se utilizdé una columna PD 10 para eliminar el exceso de reactivo y
cambiar el buffer de la muestra a PBS pH 7,4. Para la biotinilaciéon del mAc hTSH-2
oxidado, a esta muestra se le afiadié 54 pL de una disoluciéon 50 mM de Biotina-LC-
Hidracida preparada en DMSO, dejando la mezcla reaccionar durante 2 h a temperatura
ambiente con agitacion suave, y posteriormente se elimind el exceso de reactivo
mediante dialisis del mAc hTSH-2 en una columna PD 10.

Las muestras de anticuerpo obtenidas con las distintas estrategias de
biotinilacion se inyectaron sobre la superficie del sensor preparada con estreptavidina a
una concentraciéon de 10 ug/mL en PBST pH 7,4, y la eficiencia de las distintas
funcionalizaciones obtenidas, se evaluaron posteriormente mediante la inyeccién de una

solucion de 1 pg/mL de hTSH en ese mismo buffer.

4.4. Inmovilizacion del mAc hTSH-2 mediante la proteina G

El segundo método utilizado en el desarrollo del inmunoensayo para la deteccion
de hTSH, se basé en el uso de la proteina G para la inmovilizacion del mAc hTSH-2.
Esta proteina, descrita en el apartado 1.4, presenta afinidad por el fragmento Fc de
numerosos tipos de anticuerpo, y mayor afinidad que la proteina A por las IgG; de raton,
tipo de inmunoglobulina al que pertenece el mAc hTSH-2. La unién del anticuerpo a la
proteina G, previamente inmovilizada sobre la superficie sensora, permite el
acoplamiento de este a la misma con una orientacion apropiada para la union del
antigeno. En este método de inmovilizacion es fundamental la seleccion de condiciones

de pH y fuerza i6nica apropiadas para la unioén del anticuerpo a la superficie sensora,
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parametros de gran importancia en la inmovilizacion de proteinas, debido a la influencia
de estos sobre la conformacion estructural y carga eléctrica de las mismas. Por este
motivo, en primer lugar se optimizaron las condiciones de los buffers de inmovilizacion
de la proteina G y del mAc hTSH-2, estudiando el efecto del pH y fuerza idnica del
medio. Posteriormente, se optimizé la composicion de la SAM, dado su papel clave en la
distribucion de los sitios de unidn del anticuerpo a la superficie, y por tanto, en el grado

de impedimento estérico, que afecta enormemente a la eficiencia de su inmovilizacion.

4.4.1. Optimizacion de buffers de inmovilizacion

Para la seleccion de los buffers adecuados para la inmovilizacion de la proteina
G y para el acoplamiento del mAc hTSH-2 se utilizaron superficies funcionalizadas con
la. SAM que resultd Optima en la inmovilizacion de anticuerpos via
biotina/estreptavidina, compuesta por MHDA y MUOH, con una fraccion molar de
MHDA de 0,02. En la inmovilizacion de la proteina G se compar6 el uso de los buffers
PBS pH 7.4 y acetato pH 4, valores de pH superior e inferior al pl de la proteina (4,5),
respectivamente. La proteina G se prepard a una concentracion de 50 pug/mL y su
inmovilizacién se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.4. Para el
estudio de las condiciones de inmovilizacion del mAc hTSH-2, este se prepar6 a una
concentracion de 10 ug/mL en acetato y PBS a pH 5,3, valor de pH indicado como
optimo por el fabricante, y en PBS pH 7,4. Estas soluciones de anticuerpo se fluyeron
sobre las superficies de proteina G preparadas con PBS pH 7,4 y acetato pH 4, utilizando
un flujo continuo de agua en el caso del acoplamiento del mAc hTSH-2 en los buffers
acetato y PBS de pH 5,3, y un flujo de PBS pH 7,4 en el caso del acoplamiento del
anticuerpo en este mismo buffer. Finalmente se cambi6 de buffer en continuo a PBST pH
7,4 y se inyectd 1 ug/mL de hTSH preparada en este mismo buffer para evaluar la

eficiencia de las distintas superficies de mAc hTSH-2 obtenidas.

4.4.2. Formacion de la SAM
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Con la intencién de encontrar la distribucion del mAc hTSH-2 que permitiera
alcanzar el méximo rendimiento del inmunoensayo se optimiz6 la proporcion de los
alcanotioles MHDA y MOUH, ensayandose las siguientes fracciones molares de MHDA
(#mmpa): 0,01, 0,02, 0,05, 0,1, 0,55, y 1. El ensamblaje de la SAM se llevo a cabo en las
mismas condiciones descritas anteriormente. Una vez formada la monocapa, se llevod a
cabo la inmovilizacion de la proteina G seguida del acoplamiento del mAc hTSH-2 en
las condiciones previamente optimizadas como se conto en el apartado anterior,
evaluandose finalmente el resultado de la optimizacion de la SAM mediante la deteccion
de 1 ug/mL de hTSH en PBST pH 7,4, utilizando un flujo continuo de este mismo
buffer.

4.5. Inmunoensayo para la determinacion de hTSH mediante la

inmovilizacion del mAc hTSH-2 via biotina/estreptavidina

4.5.1. Condiciones optimas para la inmovilizacion del mAc hTSH-2

En primer lugar se seleccion6 el método adecuado para la biotinilacién de la
SAM de la superficie, comparando el uso del reactivo amino-PEG,-biotina y biotina-LC-
hidrazida. Como se observa en la Figura 4.1, el primero de estos disminuyd
considerablemente la sefial de estreptavidina obtenida con biotina-LC-hidrazida, y sin

embargo, aumento la sensibilidad del inmunoensayo también de forma notable.
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Figura 4.1. Sensorgramas correspondientes a: (a) la inmovilizacion de la estreptavidina, (b)
acoplamiento del mAc hTSH-2 biotinilado y (c) deteccion de la hTSH empleando dos reactivos

distintos para la biotinilacion de la SAM.

Dada la gran afinidad de la unién biotina-estreptavidina, que tiene lugar incluso
en condiciones extremas, la diferencia en la sefial de estreptavidina sugiere que la gran
densidad de ésta sobre la superficie biotinilada con el reactivo de cadena hidrocarbonada,
corresponde a moléculas de estreptavidina que al unirse a la biotina se disponen de
“forma tumbada” sobre la superficie. Esta disposicidn se veria impedida por la presencia
de la cadena del PEG debido a la fuerte inhibicion de la fisisorcién que ésta ejerce,
impidiendo que tras la union a la biotina, las moléculas de estreptavidina “se tumben”,
obligandolas asi a un disposicion mas vertical lo que favorece una orientacion mas
adecuada para la posterior union del anticuerpo biotinilado (Figura 4.2). Ademas, la
mayor libertad de movimiento de la estreptavidina debida la flexibilidad de la cadena del
PEG, también contribuiria a mejorar su orientacion para una mayor accesibilidad del
anticuerpo. De esta forma se explicaria la diferencia observada en la sefial de
inmovilizacion del mAc hTSH-2 y correspondiente union de hTSH. En vista de la mejora
de los resultados obtenidos biotinilando la monocapa con amina-PEG,-biotina en lugar
de biotina-LC-hidrazida, se escogio el primer el reactivo para la formacion de la

monocapa biotinilada.
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Figura 4.2. Uniéon de la esteptavidina a la monocapa

biotinilada con (a) biotina-LC-hidracida y (b) amina-PEG;-biotina.

A continuacién se seleccion6 el método de biotinilacién del anticuerpo. Puesto
que el objetivo del inmunoensayo de la hTSH era la deteccion en suero de niveles de
concentracion por debajo de 1,37 ng/mL, que equivalen a 10 uU/mL, nivel de corte
utilizado en el diagndstico de HC, se consider6 la posibilidad de utilizar un segundo
anticuerpo para amplificar la respuesta en la deteccion de la hormona. Asi pues, en esta
segunda etapa de optimizacion se llevo a cabo un inmunoensayo tipo saindwich con la
intenciéon de obtener la méaxima sensibilidad posible. Para ello se escogié como
anticuerpo de deteccion el mAc hCG-21, que presenta una gran afinidad por la subunidad
o de la hormona, no reconocida por el mAc hTSH-2. Este anticuerpo se prepard en
PBST a 10 nug/mL y se injecto sobre la superficie sensora tras la union de la hormona al
mAc hTSH-2.

De las distintas estrategias utilizadas para la biotinilacion del mAc hTSH-2,
aquella dirigida a la modificacion de la zona glicosilada del anticuerpo dio lugar a una
gran reduccion de la sensibilidad del inmunoensayo obtenida al biotinilar el mismo a
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través de sus grupos amino (Figura 4.3). Puesto que el método empleado para la
biotinilacion del anticuerpo a través de sus grupos glucidicos esta dirigido a la zona Fc
de la molécula, siendo por tanto mas especifico que el segundo método, deberia dar lugar
a una mejor orientacién del anticuerpo inmovilizado, la baja respuesta obtenida podria
explicarse, por un contenido pobre en carbohidratos en la estructura del mAc hTSH-2.
Por otro lado, los dos reactivos empleados para la biotinilacion del mAc hTSH-2 via
grupos amino produjeron resultados muy similares, aunque el sulfo-NHS-LC-biotin
mejoro levemente la sensibilidad del ensayo. Asi pues, el uso del derivado biotinilado del
PEG, al contrario que en el caso de la biotinilacién de la monocapa de tioles, no mejora
el resultado obtenido con el reactivo con brazo espaciador LC. Las propiedades del NHS-
PEG,-biotina, que en principio deberian favorecer la libertad de movimiento del
anticuerpo, y una disposicion espacial en la que éste se encuentra mas alejado de la
superficie, podrian no tener efecto en este caso, si tras la union a la estreptavidina, el
anticuerpo biotinilado con sulfo-NHS-LC-biotin se orienta de una forma adecuada, que
no dificulta la accesibilidad de la hTSH. Puesto que el mayor rendimiento del
inmunoensayo se observé utilizando este Gltimo reactivo en la modificacion del mAc

hTSH-2, fue el seleccionado para el desarrollo de este método.
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Figura 4.3. Inmunoensayo tipo sindwich empleando distintos reactivos para la biotinilacion del
mAc hTSH-2. Sensorgramas correspondientes a: (a) la inmovilizacion del anticuerpo, (b) union

de la hTSH al mAc hTSH y (c¢) uniéon del mAc hCG-21 a la hTSH.

Tras la optimizacion del proceso de formacién de la superficie de mAc hTSH-2,
se procedid a la seleccion de la concentracion adecuada del mAc hCG-21 con la
intencion de emplear la cantidad minima necesaria para alcanzar la maxima respuesta en
la deteccion de la hTSH. Para ello, se funcionalizaron tres superficies sensoras con el
mAc hTSH-2 llevando a cabo el protocolo de inmovilizacidon optimizado, y tras fluir una
solucion de 1 ug/mL de hTSH en PBST pH 7,4 sobre cada monocapa biofuncionalizada,
se inyectd una solucién de 50, 10 o 5 pug/mL de mAc hCG-21 en este mismo buffer.
Como se observa en la Figura 4.4, la concentracion mas baja de anticuerpo con la que se
alcanzo la mayor sefial de deteccion fue 10 pug/mL, por lo que esta se selecciono para la

realizacion del inmunoensayo.

mAb hCG-21 50 pg/mL
1,07 mAb hCG-21 10 ug/mL
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Figura 4.4. Sensorgrama correspondiente a la

inmovilizacion del mAc hCG-21 a distintas concentraciones.
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4.5.2. Determinacion de hTSH en suero

Una vez optimizadas las condiciones del inmunoensayo para la deteccion de la
hTSH en PBST se procedio a realizacion del inmunoensayo en suero. Previamente se
comprobo la sensibilidad que podia alcanzarse en la deteccion de la hTSH en PBST,
realizandose dos curvas de calibrado, una correspondiente a la deteccion directa de la
hormona, y otra a la deteccion de la misma a través del sandwich con el anticuerpo hCG-
21. En la Figura 4.5 se muestran los sensorgramas en cada caso, y las curvas de calibrado
obtenidas indicando las correspondientes caracteristicas analiticas. El limite de deteccion
del ensayo directo supera el nivel de corte establecido para el diagnostico de HC (1,37
ng/mL). Sin embargo, el uso del mAc hCG-21 como segundo anticuerpo aumenta
notablemente la sensibilidad del inmunoensayo permitiendo reducir el limite de
deteccion hasta 0,5 ng/mL, por lo que se procedi6 a la realizacion del mismo en suero.

La deteccion de la hTSH en suero se llevo a cabo en un rango de concentracion
entre 2 ng/mL y 5 pug/mL, realizando tres réplicas de cada medida. Tras la union de la
hTSH a la superficie de mAc hTSH-2, se procediod a la union del segundo anticuerpo a la
hormona. En la secuencia de ensayo no se llevo a cabo la regeneracion de la superficie,
de forma que las réplicas de las medidas se realizaron en el mismo o en distinto chip,
pero siempre utilizando distintas celdas de medida. Al igual que en el trabajo con las
isoformas de la hGH, la hTSH se prepar6 en suero humano comercial diluido en
proporcion 1:1 con PBST-S, buffer descrito en el apartado 2.5, con el que también se
prepard el mAc hCG-21, y que se mantuvo en continuo una vez inmovilizado el mAc
hTSH-2. En la Figura 4.6 se muestra la curva de calibrado. El limite de deteccion de este
inmunoensayo es 1,2 ng/mL lo que permitiria su aplicacion en el diagnostico de
confirmacion del HC. Por otro lado la reproducibilidad del ensayo resultd excelente

mostrando un coeficiente de variacion de 6,26%.
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Figura 4.5. Inmunoensayo sandwich para la deteccion de la hTSH en buffer: (a) sensorgramas

correspondiente a la unién de la hTSH al mAc hTSH-2 y (b) a la unién del mAc hCG-21 a la

hTSH, y (c) (d) las correspondientes curvas de calibrado.
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Figura 4.6. Curva de calibrado para la deteccion de

la hTSH en suero.
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4.6. Inmunoensayo para la determinacion de hTSH mediante la
inmovilizacion del mAc hTSH via proteina G

4.6.1. Condiciones optimas para la inmovilizacion del mAc hTSH-2

Los primeros parametros a optimizar en el método de inmovilizacion del
anticuerpo basado en el uso de la proteina G, fueron las condiciones de los buffers
utilizados para la biofuncionalizacion con el mAc hTSH-2. Para ello, utilizando las
condiciones de fuerza idnica que permiten la inmovilizacion de la proteina G mediante
su acoplamiento amino a la SAM de la superficie, se estudid la influencia del pH de
inmovilizacion de esta proteina, asi como la del pH y fuerza i6nica del acoplamiento del
anticuerpo, sobre el rendimiento del inmunoensayo. En la Figura 4.7 se muestra la
respuesta del SPR de la inmovilizacion de la proteina G en los buffers acetato y PBS, de
pH 4 y 7,4, respectivamente. En la Figura 4.8 se muestran los sensorgramas
correspondientes al acoplamiento del mAc hTSH-2 en los buffers acetato pH 5,3 y PBS
de pH 5,3 y 7,4, sobre los dos tipos de superficie biofuncionalizadas con proteina G, asi
como las sefiales producidas por la posterior union de la hTSH. Tanto las sefiales de
union del anticuerpo a la proteina G como las de deteccion de hormona se representan
con el mismo cddigo de colores empleado en la inmovilizacién de la proteina G, para
establecer la correspondencia entre las mismas y el buffer utilizado en este
procedimiento.
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Figura 4.7. Sefiales de SPR obtenidas en la inmovilizacion de la proteina G en los buffers PBS

pH 7,4 (a) y acetato pH 4 (b). Los sensorgramas muestran tres réplicas de cada medida.
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Figura 4.8. Sensorgramas correspondiente al acoplamiento del mAc hTSH-2 a la proteina G en

buffer acetato pH 5,3 (a), PSB pH 5,3 (¢) y PBS pH 7,4 (e), y la sefiales producidas por la union

de la hTSH en cada caso (b, d y f). Se distinguen las sefiales obtenidas cuando la proteina G se

inmoviliz6 en PBS (negro) y en acetato (rojo).
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Como se esperaba, la sefial de inmovilizacion de la proteina G en acetato pH 4,
valor de pH inferior a su pl (4,5), es mucho mayor que la obtenida utilizando PBS pH
7,4, valor de pH superior al mismo, aunque este ultimo disminuye la variabilidad
observada con acetato. Sin embargo, se observa como resultados tan diferentes en la
inmovilizacion de la proteina dan lugar a un nivel similar de acoplamiento de anticuerpo,
o incluso mayor en la superficie donde se obtuvo menor sefial de inmovilizacion de
proteina G, dependiendo del buffer utilizado en la unién del mAc hTSH-2. La sefial del
anticuerpo inyectado en acetato pH 5,3 siguid un perfil muy distinto en las monocapas de
proteina G obtenidas en distintas condiciones de pH (Figura 4.8.a). Aunque el aumento
neto de sefial debido al acoplamiento del anticuerpo fue el mismo, el flujo de mAc
hTSH-2 sobre la superficie sensora dio lugar a un cambio en la respuesta sensora mucho
mayor sobre aquella preparada utilizando el buffer de pH 4. La sefial de union de la
hTSH al anticuerpo fue también mucho mayor cuando se utilizé esta superficie en lugar
de la preparada inmovilizando la proteina G en PBS pH 7,4 (Figura 4.8.b). El uso de PBS
para la inmovilizacion del anticuerpo llevé a una disminucion de la sefial obtenida con
acetato, especialmente cuando se utiliz6 la monocapa de proteina G preparada en
condiciones de pH inferior a su pl, sin embargo resulté en una mayor correlacion con la
sefial de union de la hTSH. La respuesta tanto en el acoplamiento del mAc hTSH-2 como
en la union de la hormona, fue mayor al inmovilizarlo en PBS pH 7,4 que en PBS pH 5,3
(Figura4.8.c,d, ey f).

Dada la discordancia de los resultados teniendo en cuenta la falta de correlacion
entre la sefial de acoplamiento de anticuerpo y la sefial de deteccion de hormona cuando
la inmovilizacién del mAc hTSH-2 se lleva a cabo en acetato pH 5,3, se inyectaron las
distintas soluciones del mismo sobre la superficie sin proteina G, Unicamente cubierta
por la SAM, para descartar la posible fisisorcion del anticuerpo. En la Figura 4.9.a se
muestra la respuesta para cada caso. Los resultados demuestran que el buffer PBS ejerce
una fuerte inhibicion de la adsorcién del anticuerpo sobre la superficie, que se hace mas
notable al aumentar el pH, de manera que el PBS de pH 7,4 inhibe completamente su
unién a la SAM vy el de pH 5,3 da lugar a una sefial casi despreciable. Sin embargo, se

observa una gran adsorcién cuando se inyecta en acetato pH 5,3, aunque el mAc hTSH-2
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adsorbido sobre la SAM no muestra capacidad de reconocimiento de la hTSH, puesto
que la inyeccion de la hormona no produce sefial de deteccidén (Figura 4.9.b). Estos
resultados explican la falta de correlacion entre las sefiales de acoplamiento de
anticuerpo y la correspondiente union de hTSH cuando el primero es inmovilizado en
acetato pH 5,3. Puesto que el anticuerpo fisisorbido no conserva su funcion de union a la
hTSH, la sefial de deteccion obtenida en los experimentos realizados inmovilizandolo en
este buffer, corresponde a la unién de la hormona a la fraccién de mAc hTSH-2 unido a
la proteina G. Asi pues, la diferencia observada en las sefiales de deteccion de hormona
obtenidas cuando el anticuerpo ha sido inmovilizado en acetato pH 5,3, indica la
presencia de mayor cantidad del mismo fisisorbido en la superficie de proteina G
preparada en condiciones de pH superior a su pl (pH 7,4). Teniendo en cuenta que a este
pH se inmoviliza menor cantidad de proteina que a pH inferior a su pl (pH 4), los
resultados sugieren que la mayor disponibilidad de superficie libre probablemente
favorece en mayor medida la fisisorcion del anticuerpo que en el caso en gue la proteina
G se inmoviliza en acetato pH 4.

Por otro lado, la diferencia en la pendiente inicial de la sefial observada durante
la union del mAc hTSH-2 en acetato pH 5,3 a la superficie de proteina G (Figura 4.8.a),
indica que se une mayor cantidad de anticuerpo sobre la monocapa de proteina obtenida
al utilizar el buffer de pH 4, ya que la densidad de proteina G en esta monocapa es mayor
que en la monocapa de proteina preparada a pH 7,4. Sin embargo, la disminucion de la
sefial hasta alcanzar el mismo nivel que la sefial obtenida al utilizar esta segunda
monocapa, sugiere que tiene lugar la disociacion de parte del anticuerpo unido a la
proteina como consecuencia de una interaccion débil entre ambos, probablemente
causada porque la inmovilizacion de la proteina G en acetato pH 4 resulta en una
orientacion tal de la misma que dificulta la accesibilidad del mAc hTSH-2.

Por otra parte, la fisisorcidn del anticuerpo en acetato pH 5,3 explica la similitud
entre los niveles de sefiales de union de hTSH obtenidos al llevar a cabo el acoplamiento
del mismo en este buffer y en PBS pH 5,3 sobre la superficie de proteina G preparada a
pH superior a su pl, ya que probablemente en ambos casos la fraccion de mAc hTSH-2

unido a la proteina G es similar (Figura 4.8.b y d).
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Figura 4.9. Sefiales SPR correspondientes a la fisisorcién del mAc hTSH-2 en los distintos
buffers utilizados para su acoplamiento a la proteina G (a), y (b) sefial de uniéon de lahTSH a la
superficie de anticuerpo donde se obtuvo mayor sefial de inmovilizaciéon del mismo (con
acetato).

Como se comento anteriormente aunque la sefial de inmovilizacién de proteina
G fue considerablemente mayor en acetato pH 4 que en PBS pH 7,4 (Figura 4.7), el nivel
de acoplamiento del mAc hTSH-2 fue similar o incluso mayor en el caso en que la
proteina G se inmoviliz6 a pH superior a su pl (Figura 4.8). Este Gltimo caso se observo
cuando la inmovilizacién del anticuerpo se llevo a cabo en PBS de pH 5,3 y 7,4. Puesto
que en estas condiciones la fisisorcion del mismo es nula o despreciable, la mayor
respuesta de la superficie de proteina G preparada a pH 7,4 sugiere que la conformacién
que adopta la molécula en condiciones de pH superior a su pl favorece un acoplamiento
de la misma a la SAM en el que intervienen menos residuos aminoacidicos, aumentando
asi la probabilidad de mayor nimero de dominios de union al anticuerpo libres.
Finalmente, puesto que se descartd realizar la inmovilizacion del mAc hTSH-2 en
acetato pH 5,3, dada la fisisorcion del anticuerpo se seleccion6 el PBS pH 7,4 como
buffer 6ptimo para llevar a cabo tanto la inmovilizacion de la proteina G como la del
anticuerpo, ya que el mayor rendimiento del inmunoensayo se consiguidé con estas
condiciones.

Una vez seleccionados los buffers de inmovilizacién adecuados para la

realizacién del inmunoensayo, se procedio a la optimizacion de la distribucion de la
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proteina G sobre la superficie. Para ello se estudio el efecto de la variacion de la
proporcion de puntos de unién a la proteina de la SAM, que al igual que la que se utilizé
en el inmunoensayo basado en el sistema biotina-estreptavidina para la inmovilizacion
del anticuerpo (apartado 4.4), se formo6 con la mezcla de los alcanotioles MHDA y
MUOH. Se ensayaron distintas fracciones molares de MHDA en un intervalo de 0,01 a
1, llevandose a cabo la inmovilizacion de la proteina G en PBS pH 7,4 a 50 pg/mL
mediante el método covalente descrito en el apartado 2.4. Posteriormente se establecio
un flujo continuo de PBS pH 7,4 y se realizé el acoplamiento del mAc hTSH-2 en este
mismo buffer a una concentraciéon de 10 pg/mL, y finalmente se establecié un flujo
continuo de PBST pH 7,4 y se procedié a la deteccion de 1 pg/mL de hTSH en este
mismo buffer. La respuesta del sensor para la inmovilizacion de la proteina G y
acoplamiento del anticuerpo, obtenida con las distintas superficies, se muestra en el
grafico de la Figura 4.10.a. Como se observa, la sefial de inmovilizacion de proteina G
aumenta con la fraccion molar de MHDA, con una gran aumento cuando se incrementa
¥mupa de 0,1 a 0,55, valor por encima del cual la sefial se mantiene invariable. Este
resultado indica que la saturacion de la superficie por la proteina G tiene lugar cuando la
fraccion molar de MHDA de la SAM es igual o superior a 0,55. El acoplamiento del
mAc hTSH-2 a la proteina aumentd con la sefial de inmovilizacion de ésta hasta llegar a
la monocapa de ¥umpa igual a 0,05, a partir de la cual al aumentar la proporcion de
MHDA la sefial de anticuerpo fue descendiendo, de forma que los niveles de sefial
obtenidos con las dos fracciones molares mayores de MHDA y la menor de ésta fueron
muy similares. Como se observa en la Figura 4.10.b la respuesta en la deteccion de la
hTSH muestra una fuerte correlacion con la de la inmovilizacion del anticuerpo. Ambas
sugieren que la unién del mAc hTSH-2 a la proteina G aumenta con la cantidad de
proteina inmovilizada, hasta alcanzar una densidad Optima de la misma sobre la
superficie a partir de la cual el impedimento estérico entre moléculas de anticuerpo
reduce el acoplamiento de éste a la misma. Asi pues, la SAM optima que dio lugar al

mayor rendimiento del inmunoensayo fue la de ¥ymupa igual a 0,05.
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Figura 4.10. Representacion de la sefiales de SPR producidas por la inmovilizacion de la

proteina G y correspondiente acoplamiento del mAc hTSH-2 a la misma (a), y por la union de

la hTSH al anticuerpo (b), en funcion del valor de ¥yupa de la SAM.

4.6.2. Reutilizacion de la superficie de mAc hTSH-2

Cuando el anticuerpo se inmoviliza, en su forma nativa, a través de su union por
afinidad a una proteina, como es el caso de la proteina G, la reutilizacion de la superficie
de anticuerpo esta limitada por el tipo de unién que se establece entre la proteina
receptora y el anticuerpo. Debido a que la union entre la proteina G y un anticuerpo son
de la misma naturaleza fisico-quimica que las que mantienen unido el anticuerpo a su
antigeno especifico, y que ambas interacciones presenta una afinidad similar (Ka 10
10%) [13, 14], cualquier buffer utilizado para la ruptura de la uniéon Ag-Ac afectaria
igualmente a la unién del anticuerpo a la proteina orientadora, perdiéndose anticuerpo de
la superficie. Los procedimientos empleados para poder regenerar la superficie sensora
en estos casos hacen uso de una reaccion de entrecruzamiento mediada por una molécula
denominada entrecruzador (crosslinker), capaz de generar enlaces covalentes entre
ambos. El principal problema que presenta el uso de crosslinkers, es que reaccionan con
grupos funcionales que pueden estar presentes tanto en el anticuerpo como en la proteina
de union al mismo, por lo que pueden generar uniones dentro de las mismas moléculas,

y por tanto, alterar su funcionalidad.
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Para poder reutilizar la superficie funcionalizada con mAc hTSH-2, se llevo a
cabo un procedimiento de entrecruzamiento (crosslinking) mediante el uso de la
molécula BS® (bis-(sulfosuccinimidil)-suberato), la cual reacciona con los grupos amino
de las proteinas para establecer enlaces amida. Con la intencion de minimizar la posible
alteracion de la funcionalidad del anticuerpo debido a la reaccion de entrecruzamiento, se
optimizé la concentracion de BS® mas baja posible que permitiera que la union entre el
mAc hTSH-2 y la proteina G no resultara afectada por el proceso de regeneracion de la
superficie. Puesto que no se conocian las condiciones del buffer de regeneracion que
permitieran romper la union hTSH-mAc anti-hTSH, preservando lo mas posible la
estabilidad del anticuerpo, estas se optimizaron previamente al estudio de la
concentracion de BS’. Este proceso se llevd a cabo utilizando el sistema
biotina/estreptavidina, que garantiza la union del anticuerpo a la superficie durante el
proceso de regeneracion. Las soluciones de regeneracion que se ensayaron fueron HCI 5
mM y Gly 50 mM/HCI pH 2,8. El HCl 5 mM se escogid porque fue la solucion
empleada en el trabajo con la hGH, y habia funcionado exitosamente. La glicina de pH
2,8 se escogid porque habia sido utilizada como buffer de elucion en la purificacion del
mAc hTSH-2, y habia resultado el buffer mas eficiente en la ruptura de la union del
anticuerpo a la columna de proteina G, empleando las condiciones menos extremas
posibles. Tras la union de la hTSH (inyectada en PBST pH 7.4 a una concentracion de 1
ug/mL) a la superficie de mAc hTSH-2, preparada mediante el método basado en el
sistema biotina-estreptavidina utilizado en el inmunoensayo descrito en el apartado 4.4,
se fluyeron las soluciones de HCI 5 mM y Gly 50 mM pH 2,8, en celdas independientes,
durante 30 segundos y manteniendo el flujo de PBST a 30 puL/min. Posteriormente se
inyectd de nuevo la misma solucién de hormona. Como se observa en la Figura 4.11, tras
el paso de las dos soluciones de regeneracion se recuperd el nivel de sefial de SPR
original, previo a la inyeccién de ambas. Sin embargo, la respuesta de la superficie en la
deteccion de la hTSH tras utilizar las distintas soluciones fue distinta, de manera que
aquella donde se emple6 el HCI 5 mM, dio lugar a una sefial de detecciéon menor de la
observada en la primera inyeccion de hormona, mientras que la superficie regenerada
con Gly 50 mM pH 2,8 dio lugar a la misma respuesta. Aunque las dos soluciones

empleadas produjeron la ruptura total de la unién de la hTSH al anticuerpo
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recuperandose la sefial SPR basal, este resultado indica que la solucion de HC1 5 mM es
demasiado agresiva en cuanto a la estabilidad del anticuerpo se refiere y no permite
reproducir la respuesta en el siguiente ciclo de medida de la hTSH, mientras que el buffer
de glicina no afecta a la estabilidad de la superficie biofuncionalizada con mAc hTSH-2.
Puesto que con esta solucion se consiguid regenerar la superficie sin reducir su

eficiencia, se selecciono para el desarrollo del inmunoensayo.

1] HCI 5mM
Gly 50 mM/HCI pH 2,8

Reflectancia (%)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Tiempo (s)

Figura 4.11. Sensorgrama correspondiente a dos
ciclos de medida de la hTSH utilzando distintas

condiciones de regeneracion.

Posteriormente se procedid a la optimizacion de la concentracion del BS3
utilizando la Gly 50 mM pH 2,8 para regenerar la superficie. Las instrucciones del
fabricante del reactivo sugieren que para concentraciones de anticuerpo mayores de 5
mg/mL debe emplearse una cantidad del reactivo 10 veces superior, mientras que para
una concentracion inferior se recomienda utilizar de 20 a 50 veces mayor cantidad de
BS®. Puesto que la concentracion de mAc hTSH-2 a inmovilizar era de 3 6rdenes menor
(10 ng/mL), se optd por empezar estudiando el efecto de concentraciones de crosslinker
en un intervalo de relacion molar Ac:BS® por encima de 1:50. Se prepararon tres
superficies sensoras con la proteina G, utilizando las condiciones 6ptimas descritas en el
apartado 4.5.1. Tras el acoplamiento del mAc hTSH-2 sobre cada superficie de proteina

G, se realizo el procedimiento de crosslinking segun las instrucciones del fabricante y
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ensayando las relaciones molares Ac:BS® 1:100, 1:500 y 1:1000. Seguidamente se fluyo
sobre cada superficie de anticuerpo la solucidon regeneradora para evaluar la eficiencia
del mismo. Como se observa en la Figura 4.12 la mayor relacion molar Ac:BS’
ensayada, 1:1000, fue la tnica con la que se consiguié que no se perdiera mAc hTSH-2
unido a la monocapa de proteina G, por lo que fue la relacion Optima seleccionada para
la reutilizacién de la superficie. En el sensorgrama de la Figura 4.13 se muestra la
repuesta a lo largo de tres ciclos de medida. Se puede observar como la sensibilidad del
inmunoensayo no resulta afectada por el uso del crosslinker, y como el sistema de
regeneracion permite la reutilizacion de la superficie al menos durante tres ciclos de

medida sin alterar la funcionalidad de la misma.

15 hTSH 1 ug/mL

Gly 50 mM pH 2,8
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Figura 4.12. El sensorgrama muestra la regeneracion de las superficies de mAc

hTSH-2 obtenidas variando la concentracion de BS3, tras la union de la hTSH.
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Figura 4.13. Sensorgrama obtenido realizando cuatro medidas de

deteccion de 1 pg/mL de h'TSH con la misma superficie de mAc hTSH-2.
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4.6.3. Inmunoensayo directo para determinacion de hTSH

Una vez desarrollado el método de inmovilizacion del mAc hTSH-2 mediante
proteina G, se evalud la eficiencia del mismo mediante la deteccion de distintas
concentraciones de hTSH en PBST. Teniendo en cuenta que la sefial de deteccidon de 1
ug/mL de hTSH en PBST obtenida fue considerablemente inferior a la obtenida cuando
el anticuerpo se inmovilizd6 mediante el método basado en el sistema
biotina/estreptavidina, y que con este se alcanzé un LOD en el inmunoensayo directo de
12 ng/mL, en esta ocasion no se ensayaron concentraciones por debajo de 50 ng/mL.

De acuerdo con las condiciones optimizadas en el apartado 4.5.1, para la
preparacion de la superficie de mAc hTSH-2 se funcionalizd la superficie sensora con
una SAM de fraccion molar MHDA igual a 0,05, y sobre esta se inmovilizd
covalentemente la proteina G en PBS pH 7,4. Posteriormente el anticuerpo se acoplo a la
superficie utilizando este mismo buffer para su unién a la proteina G. Finalmente para
aumentar la estabilidad de esta union se llevé a cabo una reaccion de entrecruzamiento
utilizando el crosslinker en un exceso molar respecto al anticuerpo de 1000. En el
sensorgrama de la Figura 4.14.a se muestra la respuesta del sensor para la deteccion de la
hTSH en un rango de concentracion entre 0,05 pg/mL y 5 pg/mL. Cada medida se
realizé por triplicado utilizando la misma superficie receptora que se regenero después de
cada determinacion mediante la inyeccion de una solucion de Gly pH 2,8. Para evaluar el
efecto de la utilizacion de distintas superficies sobre la reproducibilidad del
inmunoensayo este se realizo en tres chips distintos. La curva de calibrado calculada a
partir de los resultados obtenidos con un mismo chip sensor, y las correspondientes

caracteristicas analiticas se muestran en la Figura 4.14.b.
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Figura 4.14. Inmunoensayo para la deteccion de hTSH utilizando el método de la proteina G

para la inmovilizaciéon del mAc hTSH-2.

Como se puede observar el LOD del inmunoensayo (16 ng/mL) se encuentra por
encima del nivel de corte establecido para el diagnostico de HC. La estrategia utilizada
para aumentar la sensibilidad del inmunosensor preparado mediante el uso de sistema
biotina-estreptavidina no podria llevarse a cabo en este caso, puesto que existe la
posibilidad de que el segundo anticuerpo utilizado en el formato de ensayo tipo sindwich
se una a la monocapa de proteina G, lo que podria resultar en falsos positivos en
cualquier analisis. Sin embargo, aunque el inmunosensor no presente sensibilidad
suficiente para ser de utilidad en el diagnostico del HC, la excelente reproducibilidad del
ensayo, con coeficientes de variacion tan bajos como 4,11% y 2,76%, utilizando tanto el
mismo, como distintos chips, respectivamente, demuestra la alta fiabilidad del método

utilizado que podria ser extrapolado a otros biosensores Opticos de mayor sensibilidad.

4.77. Conclusiones

El objetivo de este trabajo ha sido el desarrollo de un inmunosensor SPR con
aplicacion en el diagnéstico del Hipotiroidismo Congénito Neonatal, utilizando dos
métodos distintos para la funcionalizacion de la superficie sensora con el anticuerpo mAc

hTSH-2. Estos métodos se han basado en el uso del sistema biotina-estreptavidina o de la
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proteina G para la inmovilizacion del mismo. Tras la optimizacién de las condiciones de
trabajo con cada uno de ellos, se han desarrollado dos protocolos para la formacion de la
superficie receptora con los anticuerpos anti-hTSH. Parar evaluar la eficiencia en cada
caso se ha llevado a cabo un inmunoensayo para la deteccion de hTSH en PBST.

A diferencia de la gran estabilidad de la union del anticuerpo a la superficie que
proporciona el método de inmovilizacion basado en el sistema biotina/estreptavidina, que
como se comprobd en el trabajo con la hGH no resulta afectada por el proceso de
regeneracion de la superficie, en el caso de la inmovilizacion del anticuerpo a través de la
proteina G, fue necesario completar el protocolo desarrollado para aportar suficiente
estabilidad a la union del mAc hTSH-2 a la superficie frente al uso de condiciones para
la regeneracion de la misma. Una vez modificado, el método de inmovilizacién del
anticuerpo via proteina G permitié la reutilizacion de la superficie de hTSH hasta tres
veces sin afectar la funcionalidad de la misma.

La reproducibilidad del ensayo es excelente utilizando cualquiera de los dos
protocolos desarrollados, lo que significa que con ambas estrategias se logra una de las
metas fundamentales en la elaboracion de un inmunosensor, la fiabilidad del mismo. La
sensibilidad del inmunoensayo es algo mayor cuando se utiliza el método de
inmovilizacion del anticuerpo basado en el sistema biotina-estreptavidina, aunque al
igual que en el caso en que este se inmoviliza mediante el método de la proteina G, el
limite de deteccion alcanzado es superior al nivel de corte establecido para el diagnéstico
de HC en neonatos (1,37 ng/mL). Para aumentar la sensibilidad del inmunosensor se
empled un segundo anticuerpo en un ensayo tipo sdndwich. Puesto que en el caso en que
la superficie se funcionaliza utilizando el protocolo basado en la proteina G, el uso de un
segundo anticuerpo esta limitado por la respuesta inespecifica que puede causar la union
del mismo tanto a la hormona como a la proteina G que presente dominios de unién
libres, el ensayo sandwich solo se llevd a cabo en el inmunosensor en el que el
anticuerpo se inmovilizé utilizando la estrategia basada en el sistema biotina-
estreptavidina. Al amplificar la sefial de deteccion de la hTSH el inmunosensor permite
detectar la hormona a niveles de concentracion tan bajos como 0,5 ng/mL en PBST y 1,2

ng/mL en suero, por lo que este demostrd su utilidad en el diagndstico de confirmacion
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de HC, e incluso en el test de screening siempre que la preparacion de las muestras a
partir de los discos de papel impregnados con la sangre del recién nacido, no resultara en

una perdida de la hTSH originalmente presente en la muestra.
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Capitulo 3

5. Inmovilizacion de anticuerpos en el
biosensor SPR mediante el uso de
la proteina de fusion proteina A-
dominio de union al oro (PAG)y su
aplicacion en la deteccion de hGH

5.1. Introduccion

5.1.1. Descripcion de la proteina de fusion PAG

Recientemente la ingenieria genética ha dado lugar a la generacion de péptidos
de pequefio tamafio (secuencias desde 7 aminodacidos) con afinidad de union especifica
por distintos materiales inorganicos, que han resultado de gran interés en el campo de la
(nano)biotecnologia. La seleccion de peptidos de unidn especifica y selectiva para un
determinado material ha sido posible mediante el uso de técnicas de presentacion en
bacteriofagos y superficie celular bacteriana (phage display y cell-surface display) que
han sido adaptadas para este proposito. En estas técnicas, bacterias y fagos modificados

genéticamente, expresan en su superficie péptidos que han sido generados al azar. Estos
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son expuestos ante superficies de distinto material de forma que en funcion de la afinidad
que presenten los péptidos por estos materiales, las bacterias y fagos se adhieren a la
“superficie diana”. Posteriormente los distintos péptidos son aislados y analizados. De
esta forma se han obtenido secuencias peptidicas con afinidad de unién a un gran nimero
de materiales, como los semiconductores (GaAs, ZnS, Cu,0 y Zn0O), metales nobles (Au,
Ag, Pd y Pt), 6xidos metalicos (SiO,, ZnO y zeolitas) o cristales idnicos (CaCO3, Cr,0O5y
Fe,03). Ademas de la afinidad por superficies inorganicas la capacidad de auto y co-
ensamblarse en nanoestructuras ordenas, propia de las moléculas biologicas, es otra
propiedad de estos péptidos explotada por la (nano)biotecnologia, donde el uso de los
mismos ha encontrado importantes aplicaciones en el campo de la medicina. Como
ejemplo, en medicina regenerativa, el desarrollo de tejidos mixtos entre moléculas
bioldgicas y materiales inorganicos nanoestructurados esta resultando muy atil para la
construccion de protesis e implantes con minimos problemas de rechazo. También se han
desarrollado nanofibras artificiales de péptidos, de 7 nm de didmetro, capaces de
autoensamblarse y solidificar la solucion en la que estaban disueltos, lo que permite
reconstruir tejidos humanos. El uso de péptidos afines a material inorganico en la sintesis
de nanoparticulas también ha beneficiado a otras dos ramas de la nanomedicina, como
son el diagndstico y la liberacion controlada de farmacos. Otra aplicacion interesante
propuesta originalmente por Brown [1], se basa en el uso de péptidos de union a metales
como linkers moleculares para la fabricacién de dispositivos biosensores, de gran
importancia para el diagnostico clinico.

Brown (Dpto. Biologia, Univ. de Copenague), pionero en el aislamiento y
utilizacion de péptidos de unidn a superficies inorganicas, descubrié un polipéptido con
alta afinidad de unién al oro, constituido por la secuencia aminoacidica
MHGKTQATSGTIQS repetida tres veces (3R-GBP1). Este investigador sugirié que la
inmovilizacion de proteinas fusionadas con péptidos de unién a metales, podria controlar
la orientacion de estas sobre superficies sensoras, de una forma maés facil y menos
laboriosa que los métodos utilizados convencionalmente. Otros investigadores [2, 3] que
han trabajado en la caracterizacion de péptidos de union al oro (GBP), también han

demostrado la alta afinidad del 3R-GBP1 por este metal. Curiosamente, ninguna de las
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secuencias GBP contiene cisteina, de la que se conoce su propiedad de formar enlaces
del tipo oro-tiol a través de su grupo —SH, conocido por el fuerte enlace que establece
con el oro, y que permite la formacion de monocapas auto-ensambladas (SAM),
utilizadas frecuentemente en la fabricacion de biosensores. Sin embargo la cinética de
adsorcion del polipéptido 3R-GBP1 sigue el mismo modelo que los alcanotioles
(Langmuir), y sus parametro cinéticos, Keq = 10’ M y AG = -8 Kcal/mol, son similares
a los de estos, cuya energia de adsorcion se situa en el rango de -5 a -10 Kcal/mol. La
naturaleza de la union del GBP al oro es diferente a la que se establece entre el grupo tiol
y el metal, y ofrece un nuevo campo para la interaccion proteina-superficie de oro. Los
mecanismos de reconocimiento responsables de esta alta afinidad no han sido aln
estudiados en detalle, y no esta claro como el polipéptido en su conformacion desplegada
dirige los procesos de reconocimiento e interaccion con el oro, o que caracteristica
molecular permitiria el comportamiento auto-asociativo. En la Figura 5.1 se muestran
imagenes de microscopio de fuerzas atomicas (AFM) y resultados de simulaciones
moleculares, que han permitido al grupo de Sarikaya [2, 4-7] obtener informacion acerca
de la disposicion del 3R-GBP 1 sobre la superficie de Au, como su orientacion

geométrica y el grosor de la monocapa que forma sobre la superficie.
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Figura 5.1. Adsorcion del 3R-GBP1 sobre el oro. A) Imagen de AFM y (b) modelo de

simulacion de la orientacion geométrica que adopta el péptido.

Insertar la secuencia 3R-GBP en una proteina permite la inmovilizacion sitio-

especifica de la misma sobre una superficie de oro, lo que convierte al péptido en una
136




Inmunoensayo SPR para el diagnéstico de Hipotiroidismo Congénito (HC)

herramienta de gran utilidad para llevar a cabo la inmovilizacion orientada de proteinas
sobre superficies sensoras, tal y como se habia sugerido en la literatura. A pesar de las
posibilidades que ofrece esta molécula para dirigir la inmovilizacion de proteinas, Vv,
como se ha explicado anteriormente, la importancia de conseguir una orientacion
adecuada de las mismas para un optimo rendimiento del biosensor, y el reto que esto
supone en la funcionalizacion de superficies sensoras, son escasos los estudios
encontrados en la bibliografia al respecto.

En este trabajo se ha desarrollado un método de inmovilizacion de anticuerpos
para la fabricacion de inmunosensores SPR, basado en el uso de una proteina de fusion
con la secuencia 3R-GBP1 como un sistema molecular capaz de autoensamblarse sobre
la superficie de oro y de unir de forma especifica anticuerpos en su forma nativa, a través
de la regidn Fc de los mismos. Esta proteina, disefiada y producida por el grupo del Dr.
Antonio Caruz (Inmunogenética) de la Univ. de Jaen, y a la que se denomindé PAG
(Protein A-Gold binding domain), consiste en una fusion del péptido de union al oro con
dos dominios de unién a anticuerpos de la proteina A de origen microbiano. Al contener
la misma molécula, las funciones de union a la regién Fc de anticuerpos y de unién al
oro, el PAG ofrece una manera novedosa y elegante de inmovilizar anticuerpos de forma

orientada sobre la superficie sensora de dispositivos SPR (Figura 5.2).

a) b) c)
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Figura 5.2. Representacion del inmunoensayo directo mediante el
uso del PAG. A) Autoensamblaje del PAG sobre la superficie de
oro. B) Acoplamiento del anticuerpo al PAG. C) Unién del analito al

anticuerpo inmovilizado.
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Puesto que la simple inmovilizacion del PAG es el Unico paso previo al
acoplamiento del anticuerpo, con este método se prescinde tanto del uso de anticuerpos
modificados quimica o geneticamente, como de cualquier reactivo o molécula necesaria
en los métodos utilizados convencionalmente, como los mostrados en el Capitulo
anterior. Esta proteina de fusién, con un peso molecular de 19769.7 g/mol y un punto
isoeléctrico (pl) tedrico de 6.33, estd constituida por una Unica cadena de 181
aminoéacidos con la siguiente secuencia aminoacidica:
DPKTAALAQHDEAVDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDDPSQS
ANLLAEAKKLNDAQAPKVYDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDD
PSQSANLLAEAKKLNGAQAPKVDANSAGKSTMHGKTQATSGTIQSMHGKTQAT
SGTIQSMHGKTQATSGTIQS.

Como se observa, uno de los extremos de la secuencia esta formado por un
fragmento de 14 aminoécidos tres veces repetido (resaltado en distintos colores), el cual
corresponde al dominio de union al oro. El tamafio molecular del 3R-GBP calculado es
de 4,3 kDa, y la molécula adsorbida sobre una superficie el oro (en un rango de
concentracion entre 0,5 y 5 pug/mL) forma monocapas de 1 nm de grosor [7]. Si el
dominio GBP forma esta fina capa sobre la superficie de oro, los dominios de unién a
anticuerpo del PAG deben situarse practicamente “adheridos” a la misma, minimizando
la distancia entre la interaccion Ag-Ac y la superficie sensora, lo que potencia la
sensibilidad del inmunoensayo debido al propio principio fisico por el que opera el SPR,
en el que campo evanescente es mas intenso a medida que se acerca a la superficie

transductora.

5.1.2. Diagnostico de enfermedades relacionadas con la alteracion de la
secrecion de hGH

La determinacion de los niveles de hGH en suero es indispensable tanto para el
diagnostico como para el seguimiento del tratamiento de trastornos relacionados con una
secrecion anormal de la hormona, que pueden llegar a ser muy graves dependiendo de la
etapa de la vida del individuo en la que esta tenga lugar. Debido a su papel protagonista

en el crecimiento y desarrollo del individuo, la deficiencia en la secrecion de la hormona
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se manifiesta de forma mas importante en nifios, donde se produce una alteracion de la
tasa de crecimiento. La deficiencia de hGH en nifios presenta una incidencia de 1 entre
5000 individuos y estd asociada a defectos congénitos o adquiridos de la secrecion o
accién de la hormona. Las formas adquiridas presentan a menudo otros déficits
asociados. Las causas de la deficiencia de hGH, en la mayoria de los casos son de
naturaleza idiopatica (no definida). Los nifios presentan una estatura y velocidad de
crecimiento considerablemente inferior a la que les corresponde [8]. Si la deficiencia de
la hormona se descubre a tiempo los efectos derivados de la misma pueden revertirse
mediante la administracion de hGH sintética (hGHr) [9]. Los nifios con una de
deficiencia severa de hGH sin tratar pueden perder un 30 % de la estatura que
potencialmente tendrian. Ademas presentan debilidad muscular, densidad désea reducida
y caracteristicas fenotipicas particulares que incluye rasgos faciales caracteristicos con
frente amplia y abombada y raiz nasal hundida. A nivel metabdlico se manifiesta con un
aumento de niveles de proteina de alta densidad (LDL) [10]. En adultos la deficiencia de
hGH es extremadamente rara y son casos en el que el individuo fue diagndsticado en la
adolescencia o en la infancia, o bien se deben a una extirpacion quirtrgica de la glandula
pituitaria como consecuencia del tratamiento de un tumor en la misma. En adultos, el
déficit de hGH cursa con dislipemia (alteracion del metabolismo de los lipidos) y
aumento de riesgo cardiovascular, ademas aumenta la masa grasa y disminuye la masa
magra corporal, aunque no presenta sintomas fisonémicos visibles y s6lo puede ponerse
de manifiesto por andlisis de sus niveles en sangre.

Por otro lado la hipersecrecién crénica de hGH, producida generalmente por
tumores pituitarios benignos, causa una enfermedad debilitante asociada a un
crecimiento exagerado de los huesos y partes blandas. Si el exceso en la secrecion de
hGH comienza antes del periodo de pubertad, cuando aun no ha finalizado el crecimiento
6seo del nifio, da lugar a gigantismo, que se caracteriza por un crecimiento lineal
corporal excesivo. Si empieza una vez se hayan soldado las epifisis de los huesos, el
individuo padece acromegalia que se caracteriza por un crecimiento local, especialmente
de craneo y huesos de la cara y cursa con miopatia, neuropatia periférica, diabetes

mellitus y enfermedad cardiaca. Ambas enfermedades son muy poco frecuentes (1 caso
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por 1.000.000 [11]) y aunque son irreversibles, la cirugia para extirpar el tumor
hipofisario puede corregir la secrecion anormal de la hormona.

Como se comentd en el apartado 3.1.2, los niveles de concentracion de hGH en
orina son mucho menores que en sangre, lo que junto con la variabilidad que el proceso
de excrecion de orina experimenta entre distintos dias, han propiciado que la sangre sea
el tipo de muestra escogida para el diagnodstico de desordenes de los niveles de hGH. En
los ultimos 30 afios ha habido muchos cambios en los métodos de determinacion de la
concentracion de hGH circulante. Los radioinmunoanalisis (RIA) utilizados inicialmente
con anticuerpos policlonales, fueron seguidos por métodos inmunorradiomeétricos con
anticuerpos monoclonales. En la actualidad éstos han sido sustituidos por inmunoanalisis
no isotopicos, basados en reacciones enziméticas, de flourescencia o
quimioluminiscencia, para la deteccion de la hormona [12, 13]. En los andlisis de rutina
es muy frecuente el uso de sistemas autoanalizadores (mas propios de grandes
laboratorios), que en su mayoria realizan ensayos quimioluminiscentes. La sensibilidad
de estos métodos normalmente permite detectar niveles de hGH de 0,2 ng/mL o incluso
menores [14].

Dada la naturaleza heterogénea de la hGH existe una gran disparidad entre los
resultados obtenidos en diferentes ensayos, 10 que complica el diagnostico de desordenes
de la hormona. Ademas, debido a la gran variedad de anticuerpos utilizados existen
numerosos Kits comerciales de los que no se conoce que isoformas se reconoce
exactamente. El disefio del inmunoensayo y los calibradores utilizados son también una
fuente de variabilidad considerable en la medida de la hGH [13]. Aunque la falta de
consenso en muchos aspectos metodoldgicos hace que el diagndstico de desdrdenes de la
hormona sea un tema controvertido, sin embargo existe consenso sobre la necesidad de
una prueba de estimulo en lugar de la determinacion basal de los niveles la misma,
debido a la amplia fluctuacién a la que estos estan sujetos.

Puesto que no existe ninguna prueba bioguimica definitiva para el diagnostico
del déficit o exceso de hGH, los test dindmicos para la medida de niveles de hGH sérica
deben acompanarse de la medida de los niveles de IGF-I, que se ha demostrado que es la
herramienta mas (til en la confirmacion diagndstica. Para el diagnostico de la deficiencia

en la secrecion de la hGH la prueba de estimulo més utilizada es el test de tolerancia a la
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insulina. En los casos donde no es posible realizar la prueba con insulina, se utiliza
glucagon o clonidina para la estimulacion de la liberacion de la hormona. Estas pruebas
pueden indicar que existe deficiencia de hGH en nifios cuando los niveles detectados son
inferiores a 10 ng/ml. Se considera déficit parcial si la respuesta esta entre 5-10 ng/mL y
total si es inferior a 5 ng/mL. Para el diagndstico de deficiencia de hGH en adultos el
nivel de corte esta establecido en 3 ng/mL. En el caso de gigantismo o acromegalia los
criterios diagndsticos son la presencia de unos niveles de hGH, a las dos horas de una
sobrecarga oral con glucosa, mayores de 10® ng/mL. Considerando el sexo y edad del
paciente, los niveles elevados o disminuidos de IGF-1 confirman el diagnostico de un

exceso o0 un déficit de hGH, respectivamente [12].

5.2. Evaluacion de la funcionalidad del PAG mediante ELISA

Para evaluar la funcionalidad del PAG, se llevo a cabo un ensayo ELISA
previamente a su uso en el biosensor SPR. Se realiz6 un inmunoensayo no competitivo
de tipo sandwich para la deteccion de la hormona de crecimiento humana (hGH)
utilizando el mAc hGH-25 como anticuerpo (Ac) de captura y el mAc hGH-12
biotinilado como Ac detector. La biotinilacion del mAc hGH-12 se llevo a cabo con el
reactivo sulfo-NHS-LC-biotina siguiendo el mismo procedimiento utilizado en el
apartado 3.3.1, utilizando la relacion molar Ac:biotina 1:50, optimizada previamente en
el desarrollo del inmunosensor para la determinacion de las isoformas de la hGH
(apartado 3.4.3). El objetivo fue comparar el resultado entre la adsorcion del mAc hGH-
25 a la superficie de la placa y su union a la misma mediante el acoplamiento al PAG o
la proteina A nativa, previamente adsorbidas sobre esta. Para ello, se tapiz6 una placa de
poliestireno mediante la adicion de 1 pg/mL de mAc hGH-25, 1y 30 ug/mL de PAG, y
1 pg/mL de proteina A, todas las muestras preparadas en tampén bicarbonato 0,1 M pH
9. En el siguiente paso se adicion0 1 pug/mL de mAc hGH-25 en los pocillos de PAG y
proteina A, que se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se
prepararon 4 muestras de hGH de 5, 1, 0,5 y 0,1 pg/mL, mediante dilucion seriada a

partir de una solucion madre en PBS con 0,05% de Tween 20 y 0,5% de BSA, y se
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afadieron a la placa, excluyendo los pocillos elegidos como control negativo. En la
siguiente etapa se carg6 en todos los pocillos la solucion del mAc hGH-12 biotinilado, en
una concentracion de 1 pg/mL, y finalmente se afiadié una dilucion 1/30000 de avidina-
HRP en PBS con 0,5% de BSA para el revelado del ELISA. La actividad de la
peroxidasa unida a los pocillos de la placa en este Gltimo paso se detectd mediante la
adicion de una solucién de TMB, adquirida comercialmente, que contiene el sustrato de
la HRP. La reaccion enzimatica se par6é mediante la adicion de una solucién de H,SO, 3
N, cuando los pocillos que més reaccionaron adquirieron un color relativamente intenso,
determinandose la absorbancia a 450 nm en el espectrofotometro. El tiempo de
incubacién fue de 30 minutos en todas las etapas, que se llevaron a cabo a temperatura
ambiente, excepto el tapizado de la placa que se realiz6 durante toda la noche a 4°C, y la
incubacion del mAc hGH-25 sobre la superficie tapizada con PAG o proteina A, que se
realizé durante 1 hora. Después de cada etapa se realizaron 3 lavados sucesivos de la
placa con la solucion de PBS con 0,05% de Tween 20 y 0,5% de BSA. El volumen de

muestra cargado en la placa fue de 100 pL en todos los casos.

5.3. Desarrollo de un método de inmovilizacion basado en el uso del PAG

El inmunoensayo basado en la inmovilizacion del anticuerpo mediante el uso del
PAG se llevd a cabo en tres etapas secuenciales representadas en el esquema de la Figura
5.2. Primero el PAG se inmovilizd6 mediante el auto-ensamblaje de su dominio de unién
al oro sobre la superficie sensora, inmediatamente después de ser limpiada. La segunda
etapa consistié en el acoplamiento del anticuerpo a la superficie, en un Unico paso,
mediante la unién de su region Fc a los dominios de union a anticuerpo del PAG, los
cuales quedan libres tras la inmovilizacion del mismo. Finalmente se llevd a cabo la
deteccion directa del analito.

Para el desarrollo del método de inmovilizacion del anticuerpo se optimizaron
diversos parametros, llevando a cabo la inmovilizacion del PAG tanto en flujo como ex-
situ (fuera del sensor). En este Gltimo caso se depositd una gota (150 pL) de una solucidn
de PAG sobre la superficie de oro y el chip se mantuvo a temperatura ambiente durante
varias horas hasta que se lavd con el buffer de inmovilizacion seguido de un lavado con
agua, y secado bajo flujo de N, Se estudié el efecto del tiempo de inmovilizacion
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ensayando tres periodos de incubacion distintos, de 30 minutos, puesto que minimizar el
tiempo empleado en el método fue uno de los objetivos principales, y de 4 horas y una
noche, basdndonos en los tiempos utilizados habitualmente en los ensayos tipo ELISA
para cubrir la superficie con un anticuerpo. Tanto en la estrategia ex-situ como en flujo,
se estudio la influencia del pH en la inmovilizacién del PAG sobre la sensibilidad del
inmunoensayo. Para ello el PAG fue inmovilizado a una concentracion de 50 pug/mL, en
dos buffers acetato 10 mM de pH 4.5y 5.5, y en PBS pH 7.4. Seguidamente se inyecto
una solucién de 50 pg/mL de anticuerpo en PBS pH 7,4 sobre la superficie donde se
habia inmovilizado el PAG. La eficiencia de las distintas funcionalizaciones obtenidas se
evalué mediante la inyeccién de una solucién de hGH a 1 pug/mL en PBST pH 7,4. Una
vez seleccionado el buffer de inmovilizacion del PAG, se llevo a cabo la optimizacion de
las concentraciones de PAG y anticuerpo, respectivamente, para lo que se ensayaron los
intervalos 1-50 pg/mL y 5-50 pg/mL, en el primer y segundo caso, respectivamente, y
utilizando siempre PBS pH 7,4 en la preparaciéon de la disolucion de anticuerpo. La
eficiencia de las biofuncionalizaciones obtenidas se evaluaron, al igual que en la
optimizacion del pH de inmovilizacién del PAG, mediante la inyeccién de la solucién de
hGH a 1 pg/mL en PBST pH 7,4.

Para la inmovilizacion en flujo del PAG se establecio un flujo continuo de agua
mientras que para el acoplamiento del anticuerpo y deteccion de la hormona se mantuvo
en flujo el mismo buffer utilizado para la preparacion de las muestras.

La inmovilizacién del anticuerpo mediante la estrategia del PAG se compar6 con
métodos habitualmente empleados para la inmovilizacién de anticuerpos, como son el
método mediante enlace covalente y mediante proteina A. Para ello el anticuerpo fue
inmovilizado por union covalente a la superficie previamente modificada mediante la
técnica de monocapas autoensambladas (SAM), y por acoplamiento a la superficie
previamente modificada con proteina A, la cual se prepar6 también mediante
inmovilizacion covalente.

En primer lugar se funcionalizaron dos superficies sensoras con una SAM mixta
compuesta por MHDA y MOUH en una concentracion de 5 pM y 245 uM,

respectivamente, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 2.4. La
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inmovilizacion covalente de la proteina A y el anticuerpo (sobre superficies
independientes) se realizd como se describié también en dicho apartado, de manera que
tras la activacion de la SAM de la superficie se inyectaron las soluciones de proteina A 'y
el anticuerpo a una concentracion de 50 pg/mL, para su acoplamiento a la monocapa a
través de sus grupos amino. Después se inyectd una solucion de HCI 0,1 M para eliminar
cualquier unidén no especifica, tras lo que se realiz6 un paso de bloqueo, con etanolamina
1M a pH 8.5, de los posibles grupos de la SAM sin reaccionar que permanecieran
activados. La inmovilizacion de la proteina A se ensay0 en los buffers acetato pH 4,5y
PBS pH 7,4, y la union covalente del anticuerpo se realizé en PBS pH 7,4. El
acoplamiento del anticuerpo a la superficie modificada con proteina A se realiz6 en PBS
pH 7,4, a 50 pg/mL, utilizando un flujo continuo del mismo buffer. Finalmente se
cambid a un flujo continuo de PBST pH 7,4 y se inyectd una solucién de 1 pg/mL de
hGH en este buffer para evaluar la eficiencia de los dos métodos empleados en la

inmovilizacién del mAc hGH-12.

5.4. Eficiencia del PAG en un inmunoensayo ELISA

Los valores de absorbancia que se obtuvieron en el ELISA se muestran en la
Tabla 4.1. Estos valores fueron mucho mayores en los pocillos tapizados con prot A 'y
PAG, que en aquellos donde el anticuerpo anti-hGH-25 se absorbio directamente sobre la
placa. Como se puede observar en el ensayo realizado adsorbiendo el anticuerpo
directamente sobre la placa, todos los valores de absorbancia obtenidos quedaron dentro
del intervalo de adsorbancia en el que esta se relaciona linealmente con la concentracién
de hGH (0,2-0,8), excepto en la deteccion de la concentracién mas alta. Sin embargo en
el ensayo realizado cubriendo la placa con la proteina A o el PAG, todas las
concentraciones de hormona utilizadas dieron lugar a valores de absorbancia superiores a
este intervalo, lo que significa que la unién de la hGH al mAc hGH-25 fue mucho mayor
cuando el anticuerpo se unio a la superficie mediante estas proteinas. Asi pues, el
resultado del ELISA indica que el uso del PAG, al igual que la proteina A, para la
inmovilizacion del anticuerpo, mejora considerablemente la sensibilidad del

inmunoensayo. Ademas estos resultados sugieren que la capacidad de union a
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anticuerpos del PAG es equiparable a la de la proteina A, a pesar de que la diferencia en
el nimero de dominios de unidn presentes en ambas proteinas, dota a la proteina A de
mayor potencial de unidon a anticuerpos. De esta manera se confirmo la eficiencia del

PAG en la inmovilizacion orientada de anticuerpos.

Tabla 5.1. Evaluacion de la eficiencia del PAG para la inmovilizacion orientada de anticuerpos

mediante el método ELISA.

hGH (ug/mL) PAG 30 pg/mL PAG 1 pg/mL hGH 251 pg/mL  prot A 1 pg/mL

(D.O.) (D.O.) (D.O.) (D.O.)
0,051 0,049 0,046 0,052
2,6851 2,6632 1,7745 2,7215
2,4871 2,2383 0,7899 2,3315
0,5 2,366 2,1974 0,5659 2,1687
0,1 2,3858 2,0482 0,4053 2,0464
0,05 1,8998 1,8256 0,1091 1,7186

5.5. Optimizacion del método de inmovilizacion con el sistema modelo
BSA/anti-BSA

Una vez comprobada la funcionalidad del PAG, se procedio al desarrollo de un
protocolo de inmovilizacion de anticuerpos basado en el uso de esta proteina, para el
desarrollo de inmunoensayos directos en biosensores SPR. En un principio se escogio el
par antigeno/anticuerpo BSA/anti-BSA como sistema modelo con la finalidad de abaratar
costes, y todos los pasos del inmunoensayo se realizaron en flujo, para reducir el tiempo
empleado en los experimentos. Los resultados se evaluaron en funcion del nivel de senal
de acoplamiento de anticuerpo que condujo a la mayor sensibilidad del inmunoensayo.

En experimentos preliminares se comprob6 que la inmovilizacion de la proteina
no resulta afectada por la fuerza idnica hasta alcanzar un valor de 150 mM, a partir del
cual el aumento de la misma disminuye el nivel de inmovilizacion del PAG. Por este
motivo el primer parametro a optimizar fue el pH del buffer de inmovilizacion de la

proteina, dentro del intervalo de fuerza idnica que no limita el ensamblaje de la misma.
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Se eligieron dos pH alejados aproximadamente una unidad del valor de pl del PAG, pH
7,4y 5,5, y un valor de pH de 4,5, considerablemente inferior a su pl, dotando al mismo
de carga negativa en el primer caso, y positiva en el segundo y tercer caso. El resultado
del inmunoensayo realizado variando el pH del buffer de inmovilizacion se muestra en la
Figura 4.3. La mayor respuesta SPR en el ensamblaje del PAG se observd con el buffer
de inmovilizacion de pH 4,5. El uso de los otros buffers, especialmente el de pH 7,4,
redujo considerablemente la sefial de inmovilizacion del PAG (Figura 5.3.a). La posterior
unién del mAc anti-BSA a las distintas superficies de PAG siguid la misma tendencia
que la inmovilizacion de este, observandose mayor acoplamiento del mAc anti-BSA a la
superficie de PAG preparada con acetato pH 4,5, mientras que la menor sefial se obtuvo
cuando el PAG habia sido inmovilizado a pH 7,4. Asi mismo, el mayor nivel de
deteccidon de BSA se obtuvo con la superficie en la que el PAG se inmoviliz6 a pH 4,5

seguida de la obtenida con el buffer de pH 5,5 y por ultimo la obtenida a pH 7,4.
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Figura 5.3. Influencia del pH de inmovilizacion del PAG en el rendimiento del inmunoensayo

para la deteccion de BSA: A) Inmovilizacion del PAG, (b) acoplamiento del mAc anti-BSA 'y (c)
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uniéon del BSA.

Aunque el mecanismo por el que la secuencia GBP se une al oro no se conoce
con exactitud, los resultados sugieren que hay una conformacion del PAG que maximiza
esta union y que esta favorecida a pH 4,5. Ademas hay una fuerte correlacion entre la
respuesta SPR a la inmovilizacion del PAG vy las sefiales obtenidas en las subsiguientes
uniones del mAc anti-BSA (Figura 5.3.b) y el BSA (Figura 5.3.c). La dréastica reduccién
del rendimiento del inmunoensayo cuando el PAG es inmovilizado a pH 7,4, podria tener
dos explicaciones. Por un lado, los resultados sugieren que a este pH el PAG pierde la
conformacién estructural que aumenta su afinidad a la superficie de oro. Por otro lado,
también podria deberse a una baja atraccién del PAG por la superficie cuando este
adquiere carga positiva. Puesto que los resultados obtenidos indican que la mayor
sensibilidad en la deteccion de BSA se consiguid con el buffer acetato pH 4,5, este fue
seleccionado como el buffer 6ptimo para la inmovilizacion del PAG.

Las siguientes condiciones del inmunoensayo que se optimizaron fueron las
concentraciones del PAG y del mAc anti-BSA. Para ello el PAG se inmoviliz6 a las
concentraciones de 1, 5, 20 y 50 pg/mL y para el acoplamiento del mAc anti-BSA se
utilizaron soluciones de 5, 20 y 50 pg/mL de anticuerpo en PBS pH 7,4. La figura 5.4.a
muestra la respuesta SPR en la inmovilizacion del PAG. Como se esperaba, la
disminucion de la concentracion del PAG de 50 a 1 pg/mL resultd en una considerable
reduccion de la sefial de inmovilizacion, aunque de 50 a 20 pg/mL el cambio no fue tan
significativo, lo que indica que a 20 pg/mL tiene lugar la saturacion de la superficie por
la molécula del PAG. De forma similar ocurrié con la variaciéon de la concentracion de
mAC anti-BSA, de manera que el uso de 50 y 20 pg/mL de anticuerpo dio lugar a sefiales
de acoplamiento al PAG muy parecidas, mientras que la menor concentracion ensayada,
5 pg/mL, resulté en una sefial mucho menor (Figura 5.4.b). Esta falta de respuesta del
SPR al aumento de la concentracion de anti-BSA por encima de 20 pg/mL indica que
esta es la concentracion saturante del mismo, en la que todos los posibles sitios de union

a la superficie de PAG quedan ocupados por el anticuerpo.
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La Figura 5.4.c muestra las sefiales obtenidas en la deteccién de BSA. Los
valores medios de estas sefiales y correspondientes desviaciones estandar, ordenados en
funcion a la concentracion creciente de PAG fueron: 0,025 £+ 0,0031, 0,14 + 0,0108,
0,157 + 0,0207 y 0,152 % 0,0149 cuando el mAc anti-BSA fue inmovilizado a 5 pg/mL,
0,143 + 0,014, 0,555 + 0,0369, 0,573 + 0,1092 y 0,59 + 0,0967 en el caso del uso de 20
ug/mL de anticuerpo, y 0,168 + 0,013, 0,605 + 0,0495, 0,589 + 0,101 y 0.,632 + 0,13
cuando se utiliz6 a 50 pg/mL. Como se observa, al igual que en la respuesta SPR en la
inmovilizacion de mAc anti-BSA, el uso de 5 pg/mL del mismo y 1 pug/mL de PAG
redujo drasticamente la sefial de union del BSA obtenida empleando el resto de
concentraciones de ambas moléculas.

Los resultados demuestran que a diferencia del pH de inmovilizacion del PAG,
su concentracion no afectd substancialmente la sensibilidad del inmunoensayo puesto
que, incrementos en un orden de magnitud (de 5 a 50 pug/mL) no condujeron a un cambio
significativo en la sefial de inmovilizacion del mAc anti-BSA y deteccion de BSA. El
leve incremento de la respuesta para la inmovilizacion del anticuerpo sobre la superficie
de PAG, preparada a concentraciones superiores a 5 pg/mL, sugiere que la saturacion de
esta por el mAc anti-BSA tiene lugar al alcanzar esta concentracion y no a 20 pg/mL,
concentracion de PAG que satura la superficie sensora. Teniendo en cuenta el gran
tamafio del anticuerpo (150 kDa) frente al de la molécula de PAG (19,77 kDa), la falta de
correlacion entre la cantidad de PAG inmovilizado y el correspondiente acoplamiento del
mAc anti-BSA podria explicarse por un notable impedimento estérico entre las
moléculas de anticuerpo durante su inmovilizacion que dificultara su union al PAG.
Ademas cuando el inmunoensayo se llevd cabo utilizando concentraciones de 20 o 50
pHg/mL de PAG, se produjo un importante aumento de la variabilidad de los resultados, lo
que sugiere que el incremento de la concentracion de PAG por encima de 5 pg/mL
podria promover la formacion de multicapas.

Por otro lado, los resultados muestran una gran correlacion entre las sefiales SPR
obtenidas para la inmovilizacion del mAc anti-BSA y la correspondiente union del BSA,
cuando el PAG es inmovilizado a una concentracién entre 5 y 50 pg/mL, lo que indica
que en este intervalo se consigue una orientacion adecuada del anticuerpo sobre la

superficie, lo que facilita la posterior union del BSA. Sin embargo, esta correlacion fue
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muy inferior cuando se inmovilizé 1 pg/mL de PAG, observandose menor sefial de BSA
de lo esperado segun la respuesta observada en los otros casos. Este resultado indica que
a esta concentracion de PAG parte del mAc anti-BSA inmovilizado no resulta accesible
al BSA, lo que sugiere la existencia de anticuerpo con una orientacion al azar que
disminuye su capacidad de union al antigeno, debido probablemente a una fisisorcion del
mismo debido a un cubrimiento insuficiente de la superficie con PAG.

Finalmente, las concentraciones mas bajas de PAG y anti-BSA con las que se
consiguid la mayor sensibilidad y reproducibilidad en el inmunoensayo, 5 y 20 pg/mL,

respectivamente, fueron las seleccionadas para el desarrollo del método.
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Figura 5.4. Evaluacién de las concentraciones optimas de PAG y anticuerpo. Los graficos
representan los valores medios de los datos de SPR (+SD) obtenidas con cuatro réplicas de cada

medida. A) Inmovilizacion del PAG, (b) acoplamiento del mAc anti-BSA y (c) deteccion de
BSA.
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5.6. Inmunoensayo SPR basado en el uso del PAG para la deteccion de
hGH

El método del PAG para la inmovilizacion de anticuerpos se aplicd para la
deteccion directa de la hGH. El inmunoensayo se llevo a cabo empleando el mAc hGH-
12, que se inmoviliz6 sobre la superficie mediante su acoplamiento al PAG siguiendo el
protocolo desarrollado para la deteccion de BSA. Una vez preparada la monocapa de
mAc hGH-12 se procedio a la deteccion de 0,5y 1 pg/mL de hGH en PBST pH 7,4. Para
evaluar la especificidad del sensor se utiliz6 la hormona Luteinizante (hLH), otra
hormona de origen pituitario, con la que se habia trabajado en anteriores inmunoensayos
con este biosensor, cuyos niveles séricos se elevan notablemente cuando se alcanza el
periodo de pubertad. Esta hormona fue inyectada en este mismo buffer a una
concentracion de 1 pg/mL sobre la superficie de mAc hGH-12.

Teniendo en cuenta que la union del PAG al anticuerpo es del mismo tipo que la
que se establece entre este y la proteina G, como se explico en el Capitulo X para esta
proteina, el uso de cualquier solucién de regeneracion que rompa la interaccién Ag-Ac
afectaria a la union PAG-Ac, ya que la estabilidad de ambas depende del mismo tipo de
fuerzas. El uso de una reaccion de crosslinking, que impida la ruptura de la union entre
PAG vy el anticuerpo durante el proceso de regeneracion, es la Unica estrategia que
permitiria reutilizar la superficie. Sin embargo, el posible efecto negativo del crosslinker
sobre la funcionalidad de la proteina orientadora, podria ser especialmente negativo en el
caso de PAG, puesto que ademas de afectar su capacidad de unién a anticuerpos, podria
comprometer su afinidad por la superficie de oro. A diferencia del método de
inmovilizacion de anticuerpos via proteina G, en el que esta se encuentra inmovilizada de
forma covalente a la SAM de la superficie, de forma que la reaccién de entrecruzamiento
no puede afectar a la union de la proteina a la misma, en el método del PAG la propia
proteina receptora se autoensambla sobre la superficie sensora, de forma que la densidad
de la monocapa de anticuerpo podria disminuir debido a una desestabilizacion de la
unién del PAG a la superficie. Por lo tanto, debido a la posibilidad de que se establezcan
enlaces covalentes entre aminoacidos de la estructura del PAG implicados en esta union,

no se considero llevar a cabo un procedimiento de crosslinking en este trabajo, por lo que
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no se reutilizo la superficie biofuncionalizada con anticuerpos. Las distintas medidas de
las hormonas se realizaron sobre el mismo chip utilizando siempre distintas celdas de
medida, o bien, sobre chips preparados de forma independientes. Como se muestra en el
sensorgrama de la Figura 5.5, se observd una clara respuesta dosis-dependiente en la
deteccion de hGH, sin embargo, la inyeccion de LH no produjo ninguna sefial, lo que
demostr6 la especificidad del inmunosensor. Sin embargo, considerando los niveles
fisiologicos de hGH en suero, que se encuentran en un intervalo entre 1 y 100 ng/mL, las
sefales producidas por la union de la hormona al anticuerpo, 0,428 £+ 0,032 y 0,166 +
0,013, en la inyeccion de 10° pg/mL y 500 ng/mL, respectivamente, indicaban la

necesidad de mejorar la sensibilidad del inmunoensayo.
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Figura 5.5. Deteccién de la hGH con un inmunosensor
preparado mediante la técnica del PAG. La
inmunoreaccion con la hormona LH se utilizé6 como

control negativo.

Con el objeto de aumentar la sensibilidad del inmunoensayo se estudio el efecto
del ensamblaje ex-situ del PAG a la superficie sensora. De esta manera se aseguraba un
tiempo suficiente para el cubrimiento de esta con la proteina, lo que quizas no se
consiguié aumentando la concentracion de la misma cuando se inmoviliza el flujo. La
modificacion del protocolo de biofuncionalizacion previamente empleado consistio en la
incubacion de la solucion de 5 pg/mL de PAG en acetato pH 4,5, sobre el chip sensor

durante toda la noche (14-16h). Tras colocar en el dispositivo el chip sensor
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funcionalizado con el PAG, y establecer un flujo continuo de PBS pH 7,4, se inyectd una
solucion de 20 pg/mL de mAc hGH-12 en este buffer. Sin embargo, no se observé sefial
de inmovilizacion alguna. Este resultado, aparentemente discordante con los resultados
obtenidos con la estrategia de ensamblaje del PAG en flujo, podria deberse a un deterioro
de la proteina de fusion debido a su exposicion durante un periodo de tiempo prolongado
(14-16 h) a un pH bajo. Para prevenir la posible alteracion de la funcion de union al oro
del PAG se redujo el tiempo de incubacion a 4h. Aunque esta reduccién mejoro el
resultado, la sefial de acoplamiento del mAc hGH-12 al PAG fue menor que la obtenida
con la inmovilizacién del PAG en flujo. Con la intencidn de conseguir una mayor union
de anticuerpo, se probd a incubar el PAG durante el mismo tiempo en una solucion de
PBS pH 7,4 en lugar de acetato pH 4,5. Como se observa en la Figura 5.6 este aumento
de pH llevé a un claro aumento de la sefial de acoplamiento de mAc hGH-12. Esta
aparente contradiccion entre los resultados obtenidos con la estrategia de inmovilizacion
del PAG ex-situ y en flujo podria explicarse si, como se discutio en el apartado 5.5, la
poca afinidad del PAG por el oro a pH 7,4 observada con el método en flujo, se debiera a
un posible efecto electroestatico, teniendo en cuenta que el PAG adquiere carga negativa
a pH 7,4, frente a la carga positiva que presenta a pH 4,5. Aunque esta influencia de la
carga eléctrica del PAG sobre su inmovilizacion sea critica en el ensamblaje en flujo de
la proteina, puede no ser relevante en la estrategia ex-situ en la que se mantiene la

solucién de PAG en contacto con la superficie entre 14 y 16 h (over night).
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Figura 5.6. Acoplamiento del mAc hGH-12 a las superficies de PAG

preparadas mediante su inmovilizacién ex-situ empleando distintos buffers.
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Tras seleccionar el PBS pH 7,4 como el buffer 6ptimo para la inmovilizacion ex-
situ del PAG, se ensayaron otros tiempos de incubacion, 4 h y 30 min, con el objeto de
conseguir la maxima sensibilidad en el inmunoensayo pero empleando el menor tiempo
posible. La inmovilizacién del PAG durante 4 h dio lugar a resultados muy similares a
los obtenidos inmovilizando la proteina durante la noche. Sin embargo, 30 minutos
resultd ser un tiempo demasiado corto, puesto que se obtuvieron sefiales de acoplamiento
de mAc hGH-12 y de deteccion de hGH considerablemente menores que cuando el PAG
se incubd por un periodo més prolongado. La Tabla 5.2 muestra los valores medios de
los datos SPR y los correspondientes coeficientes de variacion (CV). Como se observa,
las sefiales de union del mAc hGH-12 al PAG y de deteccion de hGH, en el caso en el
que el PAG se inmoviliz6 durante 30 minutos, no disminuyeron de forma proporcionada,
observandose una reduccion de sefial mucho més dréstica en la deteccion de la hormona.
Esta falta de correlacion entre la respuesta SPR para la inmovilizacion del anticuerpo y la
de deteccion de hGH, en comparacion con los resultados obtenidos incubando el PAG
durante 4h o toda la noche, indica que parte del anticuerpo acoplado a la superficie no
presenta una orientacion que favorezca la accesibilidad de la hormona. La baja eficiencia
de la superficie biofuncionalizada junto con la gran variabilidad observada en los
resultados, especialmente de deteccion de hGH, cuando el tiempo de incubacién del PAG
empleado es 30 minutos, sugiere que este periodo no es suficiente para que tenga lugar
el ensamblaje de la proteina, y que, por tanto, resulta en un pobre recubrimiento de la
superficie por el PAG, lo que facilita la fisisorcion del anticuerpo. Puesto que 4 h fue el
periodo de incubacion de la proteina mas corto que permitié obtener la mayor
sensibilidad en la deteccion de hGH, este tiempo fue seleccionado como el 6ptimo para
el desarrollo del inmunoensayo. En la Tabla 5.3 se comparan los resultados del
inmunoensayo para la deteccion de hGH realizando la inmovilizacion del PAG en flujo y
ex-situ. Como se observa, la estrategia ex-situ mejora no solo la sensibilidad del
inmunoensayo, sino que ademas reduce considerablemente la variabilidad del mismo.
Por lo tanto, el método establecido para la inmovilizacion de anticuerpos mediante el uso

del PAG se baso en el protocolo de ensamblaje ex-situ del mismo.
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Tabla 5.2. Estudio del tiempo de inmovilizaciéon 6ptimo para la inmovilizacion ex-situ del PAG

(5 ug/mL). (Los datos de SPR se expresan como porcentaje de reflectancia).

Inmovilizacién Acoplamiento del mAc hGH-12 Deteccion de 1 pg/mL de hGH
del PAG Seiial SPR cv Seiial SPR cv
ON 6,38 3,9 1,7745 2,7215
4 horas 6,65 5,73 0,7899 2,3315
30 minutos 4,5 18,57 0,5659 2,1687

Tabla 5.3. Comparacion entre las dos estrategias: Inmovilizacion en flujo y ex-situ del PAG a 5

ug/mL. Datos (% reflectancia) obtenidos con cuatro réplicas de cada medida.

Inmovilizacién Acoplamiento del mAc  Deteccion de 1 ug/mL  Deteccion de 0,5 pg/mL

hGH-12 de hGH de hGH
del PAG Sefal SPR cv Seial SPR cv Seial SPR cv
Ex-situ 6,65 5,73 0,517 4,42 0,22 6,27
En flujo 5,53 10,12 0,428 7,7 0,166 8,34

Finalmente, la eficiencia del método optimizado se evalu6 llevando a cabo la
deteccion de hGH en un rango concentracién de 125 a 10° ng/mL. La respuesta SPR se
muestra en el sensorgrama de la Figura 5.7.a, donde se puede observar como la sefial de
union de la hormona crece a medida que aumenta su concentracion. En la Figura 5.7.b se
muestra la curva calibrado calculada a partir del valor medio de las sefales obtenidas con
cada concentracion de hormona. Como se observa, la respuesta SPR en el rango de
concentracién de hGH ensayado fue altamente lineal (R*=0.985), lo que indica que este
se encuentra lejos de la concentracion saturante de hGH. El limite de deteccion calculado
fue 90 ng/mL, valor que se encuentra dentro del rango fisioldgico de la hormona, aunque
proximo al limite superior del mismo, considerablemente superior al nivel de corte
establecido para el diagndstico de deficiencia de hGH (10 ng/mL), por lo que el
inmunoensayo solo seria util para diagnosticar aquellas enfermedades causadas por un
exceso de la hormona.

Por otro lado, la reproducibilidad del inmunoensayo se estudid mediante la

evaluacion de la variabilidad utilizando diferentes superficies sensoras. Se midieron
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curvas de calibrado con muestras por triplicado en idénticas condiciones experimentales
usando tres superficies sensoras preparadas en diferentes tiempos. Los valores medios de
coeficientes de variacion calculados fueron menores de 7%, lo que muestra la alta

reproducibilidad del inmunoensayo.
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Figura 5.7. Deteccion de hGH con el método de biofuncionalizacion éptimizado del PAG: A)
Sensorgrama correspondiente a la union de 1 hGH en el intervalo de concentracion 0,125-1
pg/mL y (b) correspondiente curva de calibrado (con el valor promedio de cuatro réplicas de

cada medida).

5.7. Comparacion del uso del PAG con métodos convencionales de

inmovilizacion de anticuerpos

El método del PAG desarrollado para la inmovilizacién de anticuerpos se
compard con los métodos comunmente mdas utilizados para este fin. Para ello el
inmunoensayo de la hGH también se realiz6 llevando a cabo la inmovilizacion del mAc
hGH-12 mediante el método covalente convencional y mediante el uso de la proteina A
nativa. Las biofuncionalizaciones con los anticuerpos se prepararon como se describe en
el apartado 5.3. En la Tabla 4.4 se comparan los resultados obtenidos con estos dos

métodos y el del PAG para la inmovilizacion del mAc hGH-12.
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Tabla 5.4. Comparacion de la eficiencia de los distintos de métodos de inmovilizacion

empleados.
Acoplamiento del mAc hGH-12 Deteccidon de 1 ug/mL de
Método de a 20 pg/mL (% Reflectancia) hGH (% Reflectancia)
|nm0Vi|iZaCién Seﬁa' de Seﬁa| de
0, 0,
SPR CV (%) SPR CV (%)
PAG 6,65 5,73 0,517 4,42
Proteina A (PBS) 2,94 1,35 0,21 1,55
Proteina A (acetato) 1,9 2,12 0,089 1,8
Método covalente 3 9,54 0,033 14,1

La sefial de acoplamiento del anticuerpo fue mayor cuando este se inmovilizé
covalentemente que cuando se unié a la proteina A inmovilizada en la superficie, sin
embargo, el anticuerpo unido a esta dio lugar a una sefial de deteccion de hGH
considerablemente mayor. La eficiencia de la superficie preparada con la proteina A
vario en funcion del buffer utilizado, PBS pH 7,4 o acetato pH 4,5, en la inmovilizacion
de la misma, de manera que la mayor capacidad de union al mAc hGH-12 se observo en
la superficie preparada con PBS pH 7,4, donde la sefial de deteccion de hGH fue
aproximadamente el doble de la obtenida cuando la superficie se preparé con acetato pH
4,5. Teniendo en cuenta que la sefial de inmovilizacion de proteina A fue mayor en este
ultimo caso, se esperaba mayor respuesta con esta superficie que con la preparada en
PBS. Este resultado indica que la inmovilizacion de la proteina A en este ultimo buffer
proporciona un mayor nimero de dominios de unién a anticuerpo accesibles para la
posterior inmovilizacion del mismo. Esta mayor disponibilidad de sitios de unién al mAc
hGH-12 sugiere que en condiciones de pH superior al pl de la proteina A (pl=5),
intervienen menos residuos aminoacidicos de esta en su union a la SAM de la superficie
que cuando la interaccion ocurre a pH inferior a su pl, aumentando asi el nimero de
dominios de unidn al anticuerpo libres. Por otro lado, la respuesta extremadamente baja
de la superficie preparada mediante la inmovilizacion covalente del anticuerpo, con la
que paraddjicamente se observé la mayor sefial de acoplamiento del mismo, indica que el
anticuerpo no presenta la orientacién apropiada para la union de la hormona. Este
resultado demuestra que la inmovilizacion al azar del anticuerpo, en la que no se controla

la orientacion del mismo, disminuye considerablemente la eficiencia del inmunoensayo.
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El célculo de la relacién sefial hGH: sefial mAb hGH-12 para cada método de
inmovilizacion, siguiendo el mismo orden de la Tabla 4.4 (desde el PAG hasta el método
covalente), result6 en 0,079, 0,071, 0,047 y 0,01, respectivamente. Este dato es
indicativo de la capacidad que presenta el anticuerpo inmovilizado para su union al
antigeno, lo que depende de la orientacion adoptada por el primero durante su
inmovilizacion. En este sentido, como se puede observar, el uso del PAG y de la proteina
A en PBS, dieron lugar a un resultado muy parecido, de forma que ambos métodos de
inmovilizacion permiten la orientacion mas eficiente del mAc hGH-12 sobre la
superficie (algo méas en el caso del PAG). Sin embargo, puesto que con el método del
PAG se alcanza mayor densidad de anticuerpo sobre la superficie, este mejora
considerablemente el rendimiento del inmunoensayo obtenido cuando el anticuerpo es
acoplado a la proteina A inmovilizada en PBS. La pérdida de capacidad de la proteina A
para inmovilizar el anticuerpo de forma orientada, cuando el anclaje de esta a la
superficie se lleva a cabo en acetato pH 4,5, podria sugerir que en estas condiciones de
pH y fuerza idnica, la orientacion de la propia proteina A durante su inmovilizacion
resulta menos favorable que la que adopta al inmovilizarse en PBS pH 7,4, de forma que
aunque permita el acoplamiento del anticuerpo, resulta en una menor densidad del
mismo capaz de unirse al antigeno. Por otro lado, la relacion sefial de la sefial hGH: sefial
mAc hGH-12 obtenida inmovilizando el anticuerpo covalentemente, indica, como se
comentd anteriormente, que la ausencia de control durante su inmovilizacion reduce
considerablemente el rendimiento del inmunoensayo.

Finalmente, los resultados indican que el uso de la proteina A y el método
estandar de inmovilizacion covalente, para la union de anticuerpos a la superficie
sensora, reducen drasticamente el rendimiento del inmunoensayo conseguido con la

estrategia del PAG, la cual da lugar a niveles mucho mayores de deteccién de analito.

5.8. Conclusiones

El método de inmunoensayo desarrollado en este trabajo demuestra la
aplicabilidad de una novedosa proteina de fusion, PAG (Protein A-Gold binding

domain), en la fabricacion de inmunosensores SPR basados en un formato directo de
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deteccidn, en el que la superficie sensora es funcionalizada con el anticuerpo. La proteina
presenta en la misma molécula afinidad por el oro y por la region Fc de anticuerpos, lo
que la dota de un gran potencial para la inmovilizaciéon orientada de anticuerpos en
superficies sensoras de SPR, con la ventaja adicional de su simplicidad por involucrar tan
solo un paso de funcionalizacion.

En primer lugar se llevdo a cabo la optimizacion de las condiciones
experimentales con la intencion de lograr la maxima eficiencia en el uso del PAG. Una
vez optimizado, el método se empled en la realizacion de un inmunoensayo para la
deteccion de hGH. El limite de deteccion alcanzado (90 ng/mL) permite la aplicacion del
método en el diagnostico de enfermedades relacionadas con un exceso de secrecidn de
hormona pero no en la deteccion de casos de deficiencia de la misma, una situacion
mucho mas frecuente que la anterior. La diferencia entre la sensibilidad alcanzada en este
inmunoensayo Y el ensayo realizado mediante la inmovilizacion del anticuerpo via par
biotina/estreptavidina, en el que se llegd a detectar de forma directa 5 ng/mL, se debe a la
menor cantidad de anticuerpo unido a la superficie mediante el método del PAG. Esta
menor capacidad de unién a anticuerpos que presenta la superficie modificada con PAG
con respecto a la superficie modificada con estreptavidina estad probablemente
relacionada con la ausencia de control de la distribucion de la proteina receptora en el
método del PAG. Sin embargo, aunque la sensibilidad del ensayo deberia mejorarse para
su aplicacion en la deteccion de la deficiencia de hGH, el método demostré ser mucho
mas eficiente que las estrategias convencionales de inmovilizacion de anticuerpos
utilizadas en el desarrollo de inmunosensores, basadas en el anclaje a la superficie
mediante unién covalente a la SAM o acoplamiento a la proteina A, con las que la
respuesta del biosensor para la deteccion de hGH fue mucho menor. Ademas, la baja
variabilidad de los resultados obtenidos en el inmunoensayo llevado a cabo empleando el
método del PAG, demuestra la fiabilidad del mismo. Por otro lado, la estrategia
desarrollada en este trabajo permite funcionalizar la superficie sensora de oro de forma
muy rapida y simple, sin el requerimiento de ningdn proceso quimico ni el uso de
anticuerpos en su forma no nativa.

Para mejorar la sensibilidad de inmunosensores basados en el método

desarrollado en este trabajo, y ampliar asi sus posibilidades de aplicacién en la practica
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clinica, seria interesante estudiar como controlar la distribucion del PAG sobre la
superficie, y de este modo, prevenir la reduccion de la sensibilidad debida al
impedimento estérico entre moléculas de anticuerpo durante su inmovilizacion, asi como
utilizar un segundo anticuerpo para llevar a cabo un inmunoensayo tipo sandwich con el
que se amplifica la sefial de deteccion del analito. Para el primer propdsito la molécula de
PAG deberia inmovilizarse junto a una molécula que carezca de la capacidad de unir
anticuerpos, de forma que actlie de molécula espaciadora, al igual que el MUOH en la
SAM utilizada cuando la inmovilizacion del anticuerpo se llevo a cabo mediante el uso
del sistema biotina-estreptavidina (apartado 3.4.1). Controlando la relacién entre ambas
moléculas puede optimizarse la distribucion del anticuerpo y, con ello, mejorar la
sensibilidad del inmunoensayo. De forma analoga a la formacion de cualquier SAM
mixta, la molécula funcional y espaciadora deben tener una naturaleza fisico-quimica y
tamafio parecidos, levemente mayor al de la molécula funcional. Por este motivo, esta
estrategia requeriria el disefio de una molécula parecida al PAG, de menor tamario, y con
dominios de union a anticuerpos modificados, de forma que no conservaran esta funcién.

La segunda alternativa para mejorar la sensibilidad del inmunoensayo, requiere
disponer de un segundo anticuerpo que presente afinidad por un epitopo distinto del que
reconoce el anticuerpo inmovilizado, para utilizarlo en un formato de ensayo tipo
sandwich. Ademas, seria necesario bloguear los posibles sitios de union al anticuerpo del
PAG antes de la inyeccion del segundo anticuerpo, para evitar asi la posible union de
este al PAG, que llevaria a una sobrevaloracion de la concentracion de analito.

La reutilizacion de la superficie biofuncionalizada con anticuerpos no ha sido
objetivo de este trabajo, que se ha centrado en demostrar la eficacia del PAG como
herramienta para conseguir inmovilizar los anticuerpos de forma orientada. Sin embargo,
aunque la reutilizacion de la superficie de anticuerpos resulte un reto poco viable (como
se ha discutido anteriormente), podria considerase el desarrollo de un procedimiento para
la reutilizacion de la superficie de PAG. Este supondria encontrar una solucion de
regeneracion de condiciones tales que permitiera eliminar el enlace entre PAG y

anticuerpo sin afectar a la integridad de la molécula de PAG. Sin embargo, esta estrategia
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requeriria de un gasto mayor de anticuerpo, que habria de inmovilizarse antes de cada

medida de deteccion de analito.
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Conclusiones generales

Conclusiones generales

En este trabajo se han desarrollado distintas estrategias para la inmovilizacion
controlada de anticuerpos sobre la superficie sensora de dispositivos SPR, y la aplicacién
de estos inmunosensores en la determinacion de las hormonas hTSH y hGH, ambas de
vital importancia en el desarrollo y crecimiento del individuo, asi como en el control de
su metabolismo. El objetivo principal ha sido maximizar la eficiencia del proceso de
inmovilizacion del anticuerpo, controlando la orientacion y densidad del mismo sobre la
superficie, para conseguir que ésta presente una alta funcionalidad, y con ello se consiga
un inmunosensor de alto rendimiento. Teniendo en cuenta la inevitable pérdida de
funcionalidad del anticuerpo inmovilizado despues de varios ciclos de regeneracion, y
que al igual gque numerosos dispositivos médicos, los inmunosensores de un Gnico uso
pueden ser deseables en la practica clinica, la reutilizacion de un mismo chip no ha sido
un objetivo prioritario en este trabajo.

El contenido de esta tesis se ha dividido en tres bloques distintos. En el primero
de ellos se ha descrito el desarrollo de un método que presenta un gran potencial en el
control de dopaje con hGHr. Haciendo uso del sistema biotina/estreptavina se ha
desarrollado una metodologia para la inmovilizacion de un anticuerpo especifico para las
isoformas 22 y 20K de la hGH. En la superficie sensora obtenida, se ha llevado a cabo un
inmunoensayo sandwich empleando dos anticuerpos selectivos para una u otra variante
de la hormona, lo que ha permitido la determinacion simultanea de estas en suero, uno de
los grandes retos en el desarrollo de tests antidoping, que por el momento requieren dos
ensayos independientes para calcular la relacion entre las isoformas.

La segunda seccion del trabajo se ha centrado en el desarrollo de un método
novedoso para la inmovilizaciéon de anticuerpos, basado en el uso de una proteina de
fusion recientemente disefiada. Se ha utilizado el par BSA/antiBSA como sistema
modelo para optimizar las condiciones del metodo, y finalmente, este se ha empleado en
un inmunoensayo para la determinacion de la hGH de 22 kDa, muy importante en el

diagnostico y tratamiento de enfermedades relacionadas con alteraciones del crecimiento.
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Se ha demostrado la utilidad de la proteina para conseguir llevar a cabo una
inmovilizacion orientada del anticuerpo, de una manera muy sencilla, y reduciendo al
méaximo el uso de material y tiempo empleado durante el inmunoensayo. Finalmente, en
el tercer bloque se ha desarrollado un inmunosensor para el diagnéstico del
Hipotiroidismo Congénito Neonatal. Se han explorado dos vias distintas en la
funcionalizacion de la superficie sensora. Una de las estrategias utilizadas en la
inmovilizacion del anticuerpo anti-hTSH se ha basado en el uso de la metodologia
empleada en el desarrollo del inmunoensayo para la deteccion de las isoformas de la
hGH, continuando su optimizacion para mejorar la eficiencia de la misma. Como
segunda estrategia se ha desarrollado un método para la inmovilizacion del anticuerpo
basado en el uso de la proteina G.

En conjunto, en este trabajo se han desarrollado tres métodos para la formacion de
la monocapa bioreceptora de anticuerpo sobre la superficie sensora. En todos ellos se ha
llevado a cabo el acoplamiento del anticuerpo a la superficie mediante la interaccién de
afinidad entre el mismo y una proteina receptora previamente inmovilizada. Estos
métodos se han basado en el uso del sistema biotina-estreptavidina, la proteina G y la
proteina de fusion PAG. El primero de estos se ha llevado a cabo modificando el
anticuerpo con una molécula derivada de la biotina, mientras que en los dos Gltimos se ha
inmovilizado el anticuerpo en su forma nativa. Los métodos de inmovilizacion basados
en el uso del par biotina/estreptavidina y la proteina G han requerido la formacién de una
SAM sobre la superficie sensora. Para la formacion de la SAM se ha utilizado una
mezcla de las moléculas MHDA, que ha servido para el anclaje del anticuerpo, y
MOUH, que se ha utilizado como molécula espaciadora. En el caso del método del PAG
la propia proteina receptora se ha unido a la superficie por autoensamblaje.

En el estudio de las condiciones de inmovilizacion adecuadas para conseguir
maximizar la capacidad de unién de la monocapa de anticuerpos receptores sobre la
superficie sensora, a las distintas hormonas, se han optimizado diversos parametros. Se
han utilizado diferentes procedimientos de optimizacion atendiendo a los requerimientos
especificos de cada método. En conjunto se han estudiado las condiciones de los buffers
de inmovilizacion, la composicion de la SAM, las concentraciones de proteina receptora
y del propio anticuerpo, y el desarrollo de parte del proceso de inmovilizacidn ex-situ o

en flujo. La densidad de la proteina receptora, ya sea la estreptavidina, la proteina G o el
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PAG, dependiendo del método de inmovilizacién empleado, se ha mostrado como uno de
los parametros mas criticos en todos los procesos. Mediante la variacion de la proporcion
del tiol funcionalizado (MHDA) y separador (MUOH) en la formacion de la SAM, se ha
logrado controlar la densidad superficial de la estreptavidina y la proteina G. Las
monocapas mas eficientes se han conseguido utilizando las SAMs con fracciones
molares de MHDA de 0,02 y 0,05, respectivamente. En el caso del uso del PAG, la
densidad adecuada de la proteina se ha determinado mediante la optimizacién de su
concentracion, encontrandose que valores superiores o inferiores a 5 pg/mL de la misma
reducen enormemente la eficiencia de la superficie de anticuerpos receptores.

La composicion de los buffers de inmovilizacién se ha revelado como un factor
limitante en los métodos basados en el uso de la proteina G y el PAG, puesto que cuando
la inmovilizacién tanto de estas proteinas como el acoplamiento del anticuerpo a las
mismas se llevéd a cabo en PBS pH 7.4, se observé un claro aumento del rendimiento del
inmunosensor obtenido al emplear otras condiciones de pH y fuerza idnica. En el método
basado en el uso del par biotina/estreptavidina, debido a que la gran afinidad de la
interaccion entre estas moléculas permite que la union de la estreptavidina a la superficie
biotinilada, asi como la del anticuerpo biotinilado a la estreptavidina, sea estable en un
intervalo de pH y fuerza i6nica muy amplio, no ha sido necesario optimizar el buffer de
inmovilizacién de ninguna de estas moléculas, utilizandose en ambos casos PBST pH
7,4. En el desarrollo de este método se ha optimizado el proceso de biotinilizacion de la
SAM vy del anticuerpo, ajustando el grado de biotinilacion de este ultimo y comparando
el efecto de distintos derivados de biotina en la modificacion de la SAM de la superficie.
En este proceso se ha podido comprobar que en la formacion de la monocapa de biotina,
la introduccion de una molécula de caracter hidrofilico como el PEG, entre la molécula
de biotina y la SAM, en lugar de una molécula hidrofobica como una cadena
hidrocarbonada, mejora notablemente la eficiencia de la inmovilizacion del anticuerpo.
Este resultado sugiere que los derivados tiolados del PEG podrian sustituir con éxito los
alcanotioles comunmente utilizados en inmunosensores SPR para la formacion de la
SAM, abriendo asi una linea de trabajo muy interesante para mejorar el rendimiento de

los mismos.
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El método basado en el par biotina/estreptavidina ha demostrado ser el més eficaz
para la inmovilizacion de anticuerpos en biosensores SPR. Con él se han conseguido
alcanzar limites de deteccién de 5y 12,7 ng/mL en los inmunoensayos directos de la
hGH y hTSH, respectivamente. Estos bajos niveles de concentracion, determinados en
buffer PBST, demuestran que el método desarrollado originalmente en el inmunosensor
para la determinacion de las isoformas de la hGH, y mejorado en el trabajo con la hTSH,
ha dado lugar a monocapas de anticuerpos receptores con una gran capacidad de
reconocimiento del analito. Puesto que son pares antigeno-anticuerpo distintos, la
diferencia en la afinidad del anticuerpo por su antigeno explicaria que a pesar de haber
mejorado el método de inmovilizacién en el trabajo con la hTSH, no se haya alcanzado
la sensibilidad del inmunonesayo de la hGH, que permite detectar esta hormona a niveles
fisiologicos. Por otro lado, este método de inmovilizacion de anticuerpos permite utilizar
la superficie sensora en un inmunoensayo tipo sandwich para aumentar la sensibilidad en
la deteccion del analito. En el caso de la hTSH, la optimizacion del inmunoensayo
sandwich ha permitido detectar niveles de hormona en suero de 1,2 ng/mL, por lo que se
ha demostrado que el inmunosensor desarrollado tendria utilidad en el diagnostico de
HCN. Por otro lado, el empleo de este método de inmovilizacion para el desarrollo de
una superficie de anticuerpo especifica para la deteccion de las isoformas hGH 22 y 20K,
ha permitido, mediante el uso de anticuerpos selectivos para cada una de ellas, detectar
ambas isoformas en suero mediante un Gnico inmunoensayo, a niveles de concentracién
de 0,9 ng/mL, que no solo entra dentro del rango fisioldgico de las variantes de la
hormona, sino que ademas en el caso de la 22K, corresponde a los niveles basales de la
misma. Aunque la aplicacién del método en el anélisis anti-doping puede estar limitada
por la reduccion que experimenten los niveles circulantes de la hGH 20K tras la
administracion de la hormona, el inmunoensayo permite calcular la relacion hGH
22K:hGH 20K, parametro indicador de dopaje con hGHr.

La superficie receptora de anticuerpo preparada mediante el método de la proteina
G ha mostrado una funcionalidad parecida a la obtenida con el método basado en el par
biotina/estreptavidina. La sensibilidad alcanzada en el ensayo directo de la hTSH
realizado en este Ultimo caso, es solo levemente mayor que cuando se ha utilizado la
proteina G (16 ng/mL). Sin embargo, con este método el nivel inmovilizacion de

anticuerpo es mucho menor con lo que la capacidad de reconocimiento del antigeno por
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molécula de anticuerpo inmovilizada es considerablemente superior, lo que se explica
por la pérdida de funcionalidad del anticuerpo biotinilado y por la mayor aleatoriedad en
la orientacion del mismo durante su inmovilizacién. ElI mayor éxito del método basado
en el par biotina/estreptavidina radica en que permite que la sefial de deteccion se
amplifique mediante un ensayo sandwich, lo que no ha sido posible cuando se ha
utilizado la proteina G debido a la imposibilidad de garantizar la especificidad de la sefial
producida por la union del segundo anticuerpo. Por este motivo el inmunosensor creado
mediante este segundo método no seria de utilidad en el diagnostico del HCN.

La inmovilizacion del anticuerpo mediante el uso del PAG ha dado lugar al
inmunosensor de menor sensibilidad, no pudiéndose detectar niveles de hGH (22K) en
PBST por debajo de 90 ng/mL. Sin embargo, al compararse con el método de
inmovilizacion covalente convencional o el uso de la proteina A en su forma nativa, el
método del PAG resulta el més eficaz, aumentando el nivel de deteccion de la hormona
hasta 15 veces en el primer caso, y 2 0 3 veces en el segundo. La relacion entre la sefial
de hGH y de anticuerpo demuestra que el PAG conserva la capacidad de la proteina A de
unir el anticuerpo con la orientacion apropiada para la posterior interaccién con el
analito, y por tanto, como se esperaba, que la union del PAG vy el anticuerpo tiene lugar
de forma especifica. De este modo, el éxito del método del PAG frente al uso de la
proteina A se debe a que con el primero se alcanza un nivel de inmovilizacién de
anticuerpo mucho mayor, puesto que al contrario que el proceso de inmovilizacion de la
proteina A, la union del PAG a la superficie garantiza que los dominios de unién al
anticuerpo se dispongan de una forma accesible al mismo.

Debido a que todos los anticuerpos empleados en este trabajo son del tipo 1gG;,
por el que presenta mayor afinidad la proteina G que la A, el mayor rendimiento del
inmunosensor desarrollado utilizando el método de la proteina G en comparacién con el
del PAG, es un resultado que se esperaba con bastante probabilidad. EI comprobar que
este ultimo mejora la sensibilidad que se alcanza cuando se usa la proteina A nativa,
demuestra que si se comparan los métodos del PAG y la proteina G, utilizando
anticuerpos que presenten la misma afinidad por la proteina A y G, el método del PAG
resulta mas eficaz. Puesto que la inmovilizacion del anticuerpo mediante la estrategia de

la proteina G o del sistema biotina/estreptavidina dan lugar a superficies inmunosensoras
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con una capacidad de union al analito parecida, el método del PAG podria mejorar
también el rendimiento de inmunosensores desarrollados mediante el uso del par
biotina/estreptavidina, pese a estar limitado, al igual que el método de la proteina G, a
utilizarse solo para inmunonensayos directos. Por lo tanto, en este trabajo se ha
demostrado el gran potencial que presenta la proteina de fusion PAG para la
inmovilizacion de anticuerpos en dispositivos SPR.

La fiabilidad de los inmunosensores desarrollados se ha evaluado mediante el
estudio de la variabilidad intra- en inter-ensayo, de forma que se han obtenido
coeficientes de variacion en un intervalo entre 2,7 y 8,2 %, lo que demuestra la excelente
reproducibilidad de los métodos empleados.

En resumen en este trabajo se han desarrollado tres métodos de inmovilizacion de
anticuerpos en superficies sensoras de SPR que permiten controlar la densidad y
orientacion de los mismos, ambos parametros claves para la fabricacién de
inmunosensores de alta sensibilidad. Se ha demostrado que el uso cualquiera de estos
métodos aumenta considerablemente la sensibilidad de los inmunoensayos realizados
mediante la inmovilizacion covalente del anticuerpo. Por otro lado, segin nuestro
conocimiento, el trabajo desarrollado en esta tesis es una de las pocas aplicaciones de un
biosensor SPR que permite llevar a cabo la determinacion directa de un analito en
muestras de suero en niveles de concentracion de relevancia sin necesidad de dilucion o
pretratamiento. La metodologia que se ha desarrollado permite llevar a cabo la
determinacion de las hormonas hTSH y hGH de una forma rapida, sencilla y en tiempo
real, sin necesidad de utilizar marcadores, usando un volumen reducido de suero de tan
s6lo 110 pL, y por tanto, puede constituir una valiosa herramienta para el diagndstico

rapido en laboratorios clinicos y en puntos de atencién médica (POC).
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Tras el desarrollo de este trabajo se han abierto nuevas posibilidades encaminadas
a la mejora de la sensibilidad de los inmunosensores y la reutilizacién de los mismos.
Concretamente el método desarrollado para la inmovilizacion de anticuerpos que hace
uso de la proteina de fusién PAG requiere un mayor proceso de optimizacion para lograr
fabricar un inmunosensor de niveles de sensibilidad suficientes para poder aplicarse en el
diagndstico clinico. Con esta intencion seria interesante disponer de una molécula
analoga a esta proteina que pudiera utilizarse para controlar la densidad de anticuerpo
sobre la superficie, lo que permitiria aumentar la sensibilidad del inmunosensor. Con este
mismo objetivo podria disefiarse una estrategia que permitiera llevar a cabo un
inmunoensayo tipo sdndwich con la garantia de que pudiera llevarse una unién especifica
del anticuerpo de deteccién. De igual manera el método basado en el uso de la proteina
G requeriria de una estrategia analoga para llevar a cabo un ensayo sandwich, cuyo
desarrollo presenta las misma limitaciones que en el caso del método del PAG.

La forma mas eficaz de aumentar la sensibilidad alcanzada en los inmunoensayos
llevado a cabo en este trabajo seria tranferir los métodos desarrollados a otros sistemas
plasmonicos de mayor sensbilidad que el SPR, recientemente desarrollados en nuestro
grupo, como son los sensores magneto-éptico de resonancia de plasmoén superficial
(MOSPR), nanodiscos de oro, o bien biosensores basados en otros mecanismos de
transduccion, como son los sistemas nanofotonicos. Un ejemplo de estos ultimos son los
interferometros bimodales, que mejoran notablemente la sensibilidad de los biosensores
SPR, aunque al presentar una superficie sensora de silicio en lugar de oro, no seria
posible emplear en ellos el método de inmovilizacién basado en el uso del PAG.
Respecto a la reutilizacion de los inmunosensores, el trabajo a la realizar deberia
centrarse en disefiar métodos de regeneracion de la superficie de proteina receptora en
lugar de la superficie de anticuerpo, puesto que como se ha discutido a lo largo de este
trabajo, la funcionalidad del anticuerpo inmovilizado resulta facilmente alterada tras el

uso de métodos de regeneracion. En esta linea de trabajo habria que excluir el método
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basado en el uso del par biotina/estreptavidina debido a la irreversibilidad de la unién
entre estas moleculas.

Por ltimo, en los Gltimos tiempos el avance de la biotecnologia ha dado lugar a
numerosas moléculas disefiadas para su uso como linkers moleculares, abriéndose un
gran abanico de posibilidades para el desarrollo de métodos de inmovilizacion de
anticuerpos. Ademas de estos linkers moleculares, la posibilidad de producir anticuerpos
recombinantes permite disefiar métodos de inmovilizacion cada vez méas simples y

elegantes.
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