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1.Resumen

La artrosis es la enfermedad reumatica con mayor prevalencia en la poblacién adulta. Los
dafios causados en la articulacién por esta patologia, silente en sus estadios iniciales, son
irreversibles. A pesar de su elevado impacto en la sociedad, en la actualidad carece de

tratamiento efectivo por lo que es muy importante su diagndstico en estadios tempranos.

Una buena estrategia para un diagnéstico precoz en la practica clinica consistiria en el
desarrollo de un panel de biomarcadores proteicos asociados a la artrosis, que idealmente
permitiera la monitorizacién precisa de la enfermedad y la evaluacién de la efectividad de

nuevas estrategias terapéuticas.

En este trabajo se pretende desarrollar un microarray analitico de anticuerpos en formato
sandwich frente a proteinas con potencial biomarcador de artrosis que han sido
identificadas en estudios previos del grupo de investigacién. Dicho microarray permitira el
analisis multiple del panel de proteinas en muestras de suero de pacientes artrdsicos y
controles. Para este desarrollo se trabajara con la tecnologia xMAP de Luminex, basada en

arrays en formato esfera con propiedades magnéticas.

Palabras clave: biomarcadores, artrosis, array de anticuerpos, analisis multiple.



2. Introducciéon

2.1. La artrosis

En la actualidad la artrosis (o osteoartritis, OA) es la enfermedad reumdatica mas
prevalente en la poblacidn, presentandose por lo tanto como un problema de salud
publico y ligada intimamente con el envejecimiento y la obesidad (Ruiz-Romero et al.,
2015). Se trata de una compleja patologia multifactorial, degenerativa e irreversible que
afecta a todos los componentes de la articulacion. Como se ilustra en la figura 1, la
artrosis se caracteriza por la pérdida progresiva del cartilago articular, repercutiendo esto
en el hueso subcondral y provocando la inflamacién de la membrana sinovial (Dray y

Read, 2007).

DESTRUCCION
CARTILAGO

HUESO SUBCONDRAL

HUESO DANADO

CARTILAGO

MEMBRANA
SINOVIAL

DISTENSION

INFLAMACION LIGAMENTO

SINOVIAL

ARTICULACION DANADA

Figura 1: Diferencia entre una articulaciéon normal y una afectada por la artrosis.

2.1.1. Diagnostico de la artrosis

A pesar del elevado impacto de la OA en la sociedad, las herramientas para su diagndstico
son muy limitadas. En la actualidad, el diagndstico de esta enfermedad, silente en sus
estadios iniciales, se basa en manifestaciones clinicas y radiolégicas presentes en el
paciente una vez que la enfermedad ya esta avanzada y los dafios en la articulacién son

irreparables.

Dolor e inflamacién son los primeros sintomas clinicos del avance de la enfermedad. La

confirmacién del diagndstico se basa principalmente en signos radioldgicos como: pérdida



localizada del espacio articular, esclerosis del hueso subcondral, proliferacidon osteofitica y

quistes subcondrales (Moragues y Valls, 2010).

Siendo la radiografia una tecnologia limitada y poco sensible a la hora de ofrecer un
diagndstico precoz o evaluar el progreso de la enfermedad, se requiere el desarrollo de

nuevas estrategias que cubran estas necesidades (Lourido et al., 2017).
2.1.2. Tratamiento de la artrosis

Una vez establecido el diagndstico de OA, el tratamiento se basa de modo general en
aliviar el dolor con analgésicos, reducir la inflamacién con antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs) (Poley et al., 2011) y retrasar el avance de la enfermedad con la
intencién de mejorar las limitaciones funcionales del paciente. En ultima instancia, para
los casos mds avanzados se recurre a la cirugia para sustituir la articulaciéon danada por

una protesis.

2.2. Biomarcadores

En base a lo expuesto anteriormente, queda reflejada la necesidad de desarrollar nuevas
estrategias de diagndstico temprano para esta enfermedad. Para ello, la aplicacion de
tecnologias protedmicas para la busqueda de nuevos biomarcadores serviria para mejorar

el diagnéstico, prondstico y tratamiento de la artrosis (Ruiz-Romero et al., 2015).

Un biomarcador es una caracteristica que se mide y evalla objetivamente como un
indicador de procesos bioldgicos normales, procesos patogénicos o respuestas
farmacoldgicas a una intervencién terapéutica (Kraus et al., 2011). El biomarcador ideal
debe cumplir unos requisitos muy estrictos: Ha de ser especifico de un tejido o una
enfermedad concreta. Ademads, los biomarcadores suelen aparecer a muy bajas
concentraciones en los fluidos bioldgicos, por lo que es muy importante medirlos con una
alta sensibilidad. También ha de poseer un elevado poder predictivo (>80%), de modo
gue puede ser realmente util para predecir cambios y monitorizar las diferentes fases de
una enfermedad. Para que un biomarcador sea empleado en la practica clinica debe ser
facilmente detectable en muestras de uso rutinario en un hospital. La sangre es, por lo

tanto, una gran candidata por su facil accesibilidad. Ademas es una excelente fuente de



biomarcadores, ya que recorre todo el cuerpo recogiendo proteinas circulantes secretadas

por todos los tejidos (Casal y Vivanco, 2014).

La principal desventaja del suero es su elevado rango dinamico. El suero contiene

“"

proteinas muy abundantes que “a priori”, impiden la deteccién de las proteinas
minoritarias. Esto es un problema, ya que los biomarcadores suelen aparecer en muy
bajas concentraciones. Dada la elevada complejidad de enfermedades como la artrosis,
hay que tener en cuenta todos los factores que puedan aumentar la variabilidad entre
muestras, afectando a la reproducibilidad de las mediciones (edad, sexo, indice de masa
corporal o severidad de la enfermedad, entre otras). Un marcador ideal seria aquel que
tenga valor en todas las etapas del proceso patoldgico, permitiendo un diagndstico

temprano, el seguimiento de la enfermedad (marcador prondstico) y que indique

respuesta a tratamiento (marcador predictivo) (Matson et al., 2010; Kraus et al., 2015).

Durante los ultimos afios, diferentes ciencias dmicas como la gendmica, protedmica o
metabolémica han aumentado el interés por la busqueda de estrategias alternativas para
el descubrimiento de nuevos biomarcadores. La estrategia mas empleada hasta el
momento se basa en la tecnologia de arrays de ADN, que consiste en identificar genes
involucrados en una enfermedad mediante analisis transcripcional. El problema de los
estudios gendmicos reside en que los niveles de expresién génica no siempre representan
la realidad final en la célula. Como se observa en la figura 2, procesos como el splicing
alternativo de ARN, modificaciones postraduccionales, interacciones entre proteinas o
procesos de degradacién, convierten la protedmica en una herramienta mas eficaz que la

genomica a la hora de encontrar nuevos biomarcadores (Ruiz-Romero y Blanco, 2010).

La protedmica es la disciplina encargada del estudio del proteoma. Este es un elemento
altamente dindmico y complejo que puede ser estudiado por diferentes técnicas
protedmicas. Por lo tanto, la exploracion del proteoma ofrece oportunidades Unicas para
la busqueda de biomarcadores proteicos que permitan avanzar en el diagndstico y

tratamiento de enfermedades (Mustafa et al., 2011).
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Figura 2: Procesos intermedios entre la informacidn genética inicial y la proteina final convierten al

proteoma en un componente mucho mas dinamico y complejo que el genoma.

En el caso de la artrosis los mejores biomarcadores son proteinas del cartilago, hueso o
membrana sinovial ya que son los componentes principales de la articulacion.

Como se observa en la figura 3, para que un biomarcador llegue a ser utilizado de forma
rutinaria en la practica clinica ha de superar un largo proceso que va desde su
descubrimiento hasta su entrada en el mercado (Ruiz-Romero y Blanco, 2010). Los
experimentos de protedmica al azar para el descubrimiento de nuevas proteinas con
potencial biomarcador deben ir seguidos del disefio de estrategias dirigidas, con el fin de
poder verificar su utilidad biomarcadora en un nimero mdas amplio de muestras. Una vez
seleccionados los posibles biomarcadores, se inicia una fase de desarrollo en la que se
evaltan sensibilidad y especificidad de cada uno de ellos. Si el candidato cumple todos los

requisitos necesarios exigidos durante la fase clinica, sera lanzado al mercado.

FASE DESCUBRIMIENTO m
P OMICA

PROTEOMICA
DIRIGIDA

Figura 3: Fases de desarrollo de un biomarcador: desde su descubrimiento hasta su uso en la practica
clinica.



2.3. Protedmica

Como se ha comentado anteriormente, la protedmica es el drea de la biologia que estudia
las proteinas a gran escala, proporcionando un conjunto de herramientas que permiten el

estudio de su funcidn, su estructura, su localizacién y sus interacciones.

La aplicacién mdas comun de esta disciplina es la identificaciéon de proteinas en muestras
bioldgicas. Sin embargo, ésta va mucho mas alld y son muy diversos los estudios que
puede abordar (Pando y Lanz-Mendoza, 2009). En lineas generales las aplicaciones de la
protedmica son (Lourido, 2015):

e Protedmica descriptiva o estructural: tiene como objetivo la identificacién y
caracterizacion de las proteinas en una condicién biolégica determinada.

e Protedmica de expresion diferencial o comparativa: tiene como objetivo
identificar los cambios en la expresion proteica asociados a una determinada
condicidn biolégica.

e Protedmica funcional: tiene como objetivo el estudio de la distribucién de las

proteinas asi como sus interacciones.

2.3.1. Técnicas protedmicas

La protedmica se ha convertido en una disciplina muy prometedora para la busqueda de
biomarcadores. Para ello existen diferentes técnicas, por un lado aquellas basadas en la

espectrometria de masas y por el otro las basadas en arrays de proteinas.

e Técnicas basadas en espectrometria de masas

El esquema basico de trabajo en protedmica se fundamenta en la separacién de proteinas
para su posterior identificacion por espectrometria de masas y, en determinados casos, su
cuantificacion (absoluta o relativa).

La separacidn de proteinas es un paso critico en protedmica, y los métodos mas utilizados
pueden dividirse en dos grupos: métodos basados en gel y métodos basados en
cromatografia liquida. La electroforesis bidimensional (2-DE) es la técnica basada en gel
mas empleada y se basa en la realizacién de dos separaciones: la primera en funciéon de la
carga de las proteinas, y la segunda en funcion de su masa molecular. Alternativamente,

se puede realizar una Unica separacion solo en funcién de la masa molecular (1-DE). La



cromatografia liquida es un método no basado en gel cuyo fundamento es que un liquido
(fase movil) circule en contacto con un sélido u otro liquido inmiscible (fase estacionaria).
Cuando los analitos son introducidos en la corriente de la fase movil, cada uno de ellos
avanzara a lo largo del sistema con una velocidad determinada en funcién de su afinidad
por cada fase. Esto implica, que una vez finalizado el recorrido de la muestra en la

columna, cada analito eluye con un tiempo diferente, produciéndose su separacion.

La identificacion de proteinas se lleva a cabo mediante espectrometria de masas. Los
espectrometros de masas constan de cuatro componentes fundamentales:

e Fuente de ionizacion: donde se forman los iones (MALDI, ESI).

e Analizador de masas: analiza los iones segun su relacion masa/carga. Tipos:

o Sencillos: TOF (time of flight).

o Espectrometros de masa en tandem: combinacién de varios analizadores
en el tiempo (TOF-TOF) o en el espacio (trampa de iones), que permiten
fragmentar los péptidos en sus correspondientes iones y obtener

secuencias peptidicas.

e Detector (Fotomultiplicadores).

e Sistema de adquisicién y tratamiento de los datos.
La informacién obtenida por espectrometria de masas es esencialmente cualitativa, como
es la determinacion de la masa molecular o de la secuencia aminoacidica a partir de los
fragmentos analizados, pero también se pueden realizar analisis cuantitativos utilizando

patrones internos o externos con limites de deteccién desde picomoles a femtomoles.

En funcidon del método empleado, la cuantificacion de proteinas puede ser relativa o
absoluta. Una cuantificaciéon relativa senala diferencias en la abundancia de proteinas
entre diferentes muestras. La mejor técnica cuantitativa basada en gel hasta la fecha es la
electroforesis diferencial en gel (DIGE). Sin embargo, debido a sus limitaciones (baja
posibilidad de automatizacion y dificil deteccion de proteinas poco abundantes), las
técnicas basadas en gel no se suelen aplicar para el descubrimiento de biomarcadores en
suero (Ruiz-Romero y Blanco, 2010). Las técnicas de cuantificacion basadas en
cromatografia liquida requieren el marcaje isotépico diferencial de las proteinas antes del

andlisis por espectrometria de masas (iTRAQ, acronimo del inglés Isobaric tags for relative
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and absolute quantitation). Para llevar a cabo una cuantificacion absoluta se requiere
dirigir el estudio hacia las proteinas de interés lo que se conoce como protedmica dirigida
(MRM, acrénimo del inglés Multiple Reaction Monitoring). La cuantificacion se logra
proporcionando un estandar externo de concentracién conocida contra el cual medir el
nivel de proteina de interés (Garcia y Ruiz-Romero, 2010).
e Técnicas basadas en arrays de proteinas

Un array (o matriz) de proteinas es un soporte en el que se inmovilizan proteinas. En
esencia, se trata de un inmunoensayo en miniatura que permite el andlisis masivo y

simultdaneo de un gran nimero de proteinas con una elevada sensibilidad.

Esta tecnologia, aun en expansién, se presenta como una herramienta muy versatil en
protedmica, debido a sus multiples aplicaciones como el mapeo de proteinas en fluidos
bioldgicos, la busqueda de biomarcadores o ensayos de funcionalidad. No obstante, pese
a un avance significativo en esta técnica, hoy en dia siguen existiendo algunas limitaciones

(Tabla 1) (Ruiz-Romero y Blanco, 2010; Lourido et al., 2014).

En comparacidn con las técnicas mas tradicionales y mejor conocidas, como la
espectrometria de masas, los arrays de proteinas presentan la gran ventaja de no
necesitar un fraccionamiento previo de la muestra. Ademads, al compararlos con los
ensayos ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) clasicos, técnica
de referencia para la validacion de biomarcadores, los arrays de proteinas mantienen la
misma sensibilidad utilizando menos cantidad de muestra (Blackburn y Shoko, 2011) y
siendo mucho mas rdpidos gracias a la posibilidad de realizar ensayos frente a multiples

analitos a la vez.

VENTAJAS PROBLEMAS
Miniaturizacion Perdida de funcionalidad de las proteinas
Automatizacion Dificultad para la impresién de proteinas
No fraccionamiento de la muestra Falta de Anticuerpos especificos
Menor consumo de muestra Deshidratacion de las proteinas en el array
Menor consumo de reactivos Reactividad cruzada
Alta sensibilidad y especificidad Falsos positivos
Ensayos multiplex Instrumentacion muy especifica

Rapidez

Tablal: Ventajas e inconvenientes de los arrays de proteinas.


http://www.cusiglas.com/siglade/mrm-multiple-reaction-monitoring.php

Hasta la fecha, se han desarrollado dos formatos de arrays de proteinas: arrays planos y
array en formato esfera (o array en suspensidn). Los arrays planos se generan
inmovilizando un gran numero de proteinas en una superficie sélida, habitualmente
vidrio. La impresién de las proteinas en la superficie puede seguir dos estrategias
(Lourido, 2015):

o Contacto: las agujas captan la muestra por capilaridad y la depositan en la

superficie del array por contacto directo.
o Inyeccidn: las gotas de muestra son propulsadas en la superficie del array

sin contacto.

En cuanto a la generacién y deteccion de la sefial, el método mds usado es la
fluorescencia. Debido a su alta sensibilidad y a que abarca un gran rango dindmico es un

buen método para la deteccién de biomarcadores en muestras de suero.

Los arrays en formato esfera o arrays en suspensidon se basan en poblaciones de
microesferas individuales que actian como soporte en el array. Las esferas llevan unidos
grupos funcionales como carboxilos, que favorecen la unidon covalente de las proteinas
por el extremo amino. Las diferentes poblaciones de microesferas se identifican mediante
citometria de flujo gracias a diferentes combinaciones de fluorocromos en su interior. Por
lo tanto, cada poblacidn podra ser identificada al estar asociada a un color diferente
mediante un perfil de emisidon caracteristico derivado de la mezcla interna de
fluorocromos. Esto permite asociar cada poblacién a una proteina especifica y poder
mezclarlas para llevar a cabo un ensayo multiplex (analisis de multiples analitos
simultdaneamente). Como se observa en la figura 4, la deteccién de la fluorescencia se
basa en el empleo de dos laseres, uno para el analisis cualitativo y otro para el analisis
cuantitativo. El primero a 650nm excita el fluorocromo interno de la esfera para identificar
a que poblacién pertenece, y por lo tanto a que proteina en concreto esta asociada. Para
el analisis cuantitativo, otro laser a 532nm, identifica la intensidad media de fluorescencia
emitida por un fluorocromo reportero.

La tecnologia puntera en este campo es comercializada por Luminex con el nombre de

tecnologia XMAP (acronimo del inglés multi-analyte profiling) para ensayos multiplex.



Luminex ha desarrollado también la tecnologia MagPlex, en la que se emplean sistemas
de microesferas magnéticas acopladas con anticuerpos para la deteccién de proteinas
diana. El hecho de que las esferas sean magnéticas permite la captura de proteinas
solubles con una alta reproducibilidad gracias a un aumento en la automatizacién del

ensayo (Angeloni et al., 2014; Reslova et al., 2017).

Estreptavidina/ficoeritrina

Esferas MagPlex Luminex Anahto Biotina
650 nm \
\ J 532 nm
Anticuerpo de
Antlcuerpo deteccion biotinilado
de captura

Figura 4: Esquema de la tecnologia MagPlex de Luminex. Esta tecnologia basada en los arrays de
anticuerpos en formato esfera, permite en empleo simultaneo de diferentes poblaciones de microesferas
magnéticas, marcadas con diferentes combinaciones de fluorocromos y asociadas cada una a un
anticuerpo diferente. Tras la incubacion con la muestra y el anticuerpo secundario marcado, la deteccion

cualitativa y cuantitativa se lleva a cabo mediante dos laseres diferentes.

Existen multiples clasificaciones de los arrays de proteinas en funcién de sus
caracteristicas. Una de las mas empleadas los clasifica segun la proteina inmovilizada

sobre la superficie: arrays de antigenos y arrays de anticuerpos.

=  Microarrays de antigenos
Esta tecnologia permite realizar tanto ensayos analiticos que permiten ver la abundancia
de la proteina de interés en la muestra, como ensayos funcionales para la deteccién de
interacciones, modificaciones postraduccionales o actividad enzimatica (Hu et al., 2011).
Los antigenos son inmovilizados en el array, y la interaccién antigeno-anticuerpo se
visualiza mediante el empleo de un anticuerpo secundario conjugado con una etiqueta

gue permita amplificar la senal de fluorescencia.

=  Microarrays de anticuerpos
Para la creacion de este tipo de array, una colecciéon de anticuerpos de captura se fija

sobre una superficie sdlida con el fin de detectar los antigenos. Los microarrays de
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anticuerpos pueden clasificarse en funcién del numero de anticuerpos utilizado para

detectar la proteina diana:

= Directos: se usa un Unico anticuerpo de captura, y la sefial se detecta a través
del marcaje de la muestra. La muestra puede ser marcada directamente con un
fluorocromo, o indirectamente a través de una molécula intermedia afin a un

compuesto fluorescente encargado de amplificar la sefial (figura 5).

A) B)
FLUOROCROMO
AHIEEE 50 1 MOLECULA INTERMEDIA BIOTINA
ANALITODEINTERES Q ANALITO DE INTERES O
SUPERFICIE SOLIDA SUPERFICIESOLIDA

Figura 5: A) Microarray plano de anticuerpo con marcaje directo de la proteina con un fluorocromo. B)

Microarray plano de anticuerpo con marcaje de la proteina a través de una molécula intermedia.

= Tipo sandwich: se usa un anticuerpo de captura y un anticuerpo de

deteccién marcado que dara lugar a la seiial (figura 6).

FLUOROCROMO

MOLECULA INTERMEDIA

Ac SECUNDARIO

ANALITO DE INTERES <>

SUPERFICIESOLIDA

Figura 6: Microarray plano de anticuerpo en formato sandwich.

A pesar de que actualmente en el mercado se dispone de muchos anticuerpos
comerciales, no todos ellos son funcionales en formato array. Entre las multiples
aplicaciones de los arrays analiticos de anticuerpos, destaca la identificacion de
biomarcadores en fluidos biolégicos mediante la deteccién de proteinas diferencialmente
expresadas entre muestras de pacientes y muestras control. Debido a sus caracteristicas,

algunas de ellas detalladas en la tabla 2 (Casal, 2014), este tipo de arrays representa la
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técnica mds comunmente empleada en las fases de verificacidén y validacion de nuevos
biomarcadores aprobada por los organismos regulatorios internacionales como la FDA

(acréonimo Food & Drugs Administration).

VENTAJAS DESVENTAIJAS
Cuantificacion absoluta Sélo se puede incubar una muestra a la vez
Alta especificidad Se necesitan parejas de anticuerpos especificos
Alta sensibilidad Reactividad cruzada

No requiere marcaje de la muestra

Tabla 2: Ventajas e inconvenientes de los arrays de anticuerpo.

2.3.2. Aportacién de la proteémica a la artrosis

En la unidad de Protedmica del grupo de Reumatologia del INIBIC llevan afios trabajando
en lineas relacionadas con la artrosis. Los primeros trabajos realizados empleando
distintas aproximaciones de protedmica al azar han permitido avanzar mucho en el
conocimiento de los mecanismos de patogénesis de esta enfermedad, y definir asi un
panel de posibles biomarcadores proteicos Utiles para mejorar las estrategias diagndsticas

y terapéuticas de la OA (Fernandez-Puente et al., 2011; Lourido et al., 2014).

Aunque hasta la fecha la mayoria de las investigaciones en este campo han usado técnicas
basadas en espectrometria de masas (Fernandez-Puente et al., 2017) una estrategia
alternativa y muy prometedora es el uso de microarrays de anticuerpos (De Ceuninck et

al., 2004; Henjes et al., 2014).

En este trabajo hemos decidido emplear la tecnologia MagPlex de Luminex para
desarrollar un panel de potenciales biomarcadores de artrosis basado en arrays de
anticuerpos tipo sandwich en formato esfera. Siendo la OA una enfermedad caracterizada
por su origen multifactorial, es necesario encontrar una combinacién de distintos
biomarcadores cuyo analisis genere un perfil caracteristico que permita el diagndstico
precoz, la monitorizacion o la eleccién de la estrategia terapéutica mas adecuada para

cada paciente (Casal y Vivanco, 2014).
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3.0bjetivos

Este trabajo tiene como objetivo principal el desarrollo de un microarray analitico tipo
sandwich frente a potenciales biomarcadores proteicos de artrosis. Dicho proyecto se
realizara a través del disefio de un array en formato esfera empleando la tecnologia xMAP
de Luminex, lo que permitira llevar a cabo el andlisis multiple de un panel de proteinas en

muestras de suero de pacientes artrdsicos y controles sanos.
Para conseguir el objetivo principal, se plantean una serie de objetivos secundarios:

e Busqueda de parejas de anticuerpos frente a proteinas potencialmente utiles
como biomarcadores de artrosis, que funcionen en ensayos tipo sandwich.

e Desarrollo de sistemas de microesferas magnéticas para la deteccion y
cuantificacion de los biomarcadores de forma individual (array uniplex).

e Optimizacion de curvas estandar y diluciones de la muestra en funcién de cada
analito.

e Comprobacidén de la reactividad cruzada entre diferentes parejas de anticuerpos.

e Desarrollo de un Unico ensayo multiplex para la deteccidén simultdnea de distintos

analitos.

13



4. Material y métodos

4.1. Tecnologia XMAP de Luminex

La compafila Luminex ha desarrollado la tecnologia xMAP que permite hacer
inmunoensayos multiplex (Angeloni et al., 2014). Unas microesferas de poliestireno son
las responsables de actuar como soporte sélido del array. Cada esfera lleva en su interior
una combinacidn de hasta 3 fluorocromos que permite identificarla gracias a su perfil de
emision caracteristico. Las esferas estdn recubiertas de grupos carboxilo que han de ser
activados en un proceso mediado por EDC (1-ethyl-3-(-3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide) y sulfo-NHS (N-hydroxysuccinimide) para que se produzca la unién con el
anticuerpo (figura 7). Los anticuerpos de captura formaran mediante un producto
intermedio (carbodiimide) un enlace covalente entre sus grupos amino y los grupos

carboxilo activados de la superficie de la esfera (figura 8).

Carboxylated
microsphere
0 or ﬂ
~ e
oH *NH ﬂa—:s—-“

.>A‘ .J*HJL .i b iR o~

i o<lo semi- stame 5;3":9 3
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Unstable raactwe i a “m’:’:‘%_'::t'::“
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Figura 7: Esquema de activacion de las microesferas y posterior union del anticuerpo.
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Figura 8: Formacion de enlace covalente entre los grupos carboxilo activados de la superficie de las
esferas y los grupos amino de las lisinas de los anticuerpos.
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Esta asociacion esfera-anticuerpo debe ser corroborada, ya que la unién de los
anticuerpos se produce de un modo aleatorio a través de los grupos amino primarios de
las lisinas (figura 9). Debido a la gran cantidad de lisinas presentes en los anticuerpos, hay
que asegurarse de que una cantidad suficiente de anticuerpo se haya asociado a la

superficie de las esferas en una disposicién funcional para llevar a cabo el inmunoensayo.

Figura 9: Disposicion aleatoria de los anticuerpos acoplados a la superficie de la esfera.

Un método para comprobar la eficacia de la unién del anticuerpo de captura a la esfera,
consiste en incubar las esferas con un anticuerpo de deteccién anti-especie marcado con
ficoeritrina (PE). Si la unién es correcta, el anticuerpo de deteccidn se unira al de capturay
la ficoeritrina dard sefial (figura 10). En general, un acoplamiento correcto deberia

producir al menos una intensidad media de fluorescencia (MFI) de 10000.

ANTICUERPO ANTI-RATON
¥— s

ANTICUERPO DE RATON

Figura 10: Esquema del método empleado para comprobar el correcto acoplamiento del anticuerpo de

captura a la esfera.

Luminex cuenta con varios tipos de microesferas en el mercado. En este trabajo se
emplean las microesferas supermagnéticas MagPlex. Esta caracteristica le confiere al
ensayo una serie de ventajas derivadas del uso de imanes: se recorta el tiempo de
protocolo en los pasos de lavado y se minimiza la pérdida de esferas, consiguiendo asi

resultados con una elevada reproducibilidad.

Para llevar a cabo la lectura del inmunoensayo se usa el equipo MAGPIX, un lector de

placas de 96 pocillos. La tecnologia xXMAP permite ensayos multiplex gracias a la
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identificacion de cada poblacion de esferas, ya que cada una lleva en su interior una
combinacion de fluorocromos caracteristica que las sitla dentro de una regidn especifica.
Un laser a 635nm es el encargado de identificar el perfil de emision de cada esfera para
poder asociarla a una poblacién especifica y asi poder identificarla. Ya que cada poblacidon
de esferas ha sido acoplada con un anticuerpo especifico, varias poblaciones podran

incubarse simultdneamente con la misma muestra bioldgica.

En este trabajo, el inmunoensayo se desarrolla en formato sandwich. Por ello, tras la
incubacién de las esferas acopladas al anticuerpo de captura con la muestra bioldgica, se
afiade un anticuerpo de deteccién marcado con biotina, cuya sefal se amplificard con el
sistema estreptavidina/ficoeritrina (SAPE). La sefial del SAPE sera detectada por un laser a

525nm (figura 11).

-~ Laser 525 nm; cuantifica la intensidad de la sefal
% emitida por la etiqueta del anticuerpo de deteccién

.

i ]
@ mmp | Lésera 635 nm: Identifica a que poblacion se

’ corresponde cada esfera

ESFERAS MAGNETICAS

e »

Figura 11: Esquema representativo del sistema de deteccion de un equipo MAGPIX.

Para obtener resultados fiables, el equipo MAGPIX debe ser calibrado una vez por
semana. En lo que respecta a su mantenimiento, cada vez que se inicia el equipo se
ejecuta una rutina de lavado con agua, sosa 0.1N y etanol 70% llamada System
initialization. Antes de apagar el equipo, se ejecuta otra rutina de lavado con agua vy lejia
al 20% llamada System shutdown. Si fuera necesario, existen rutinas de lavado mas

agresivas para casos de contaminacion o acumulacion de restos de esferas en el equipo.

En la figura 12, se resume de forma esquematica el flujo de trabajo para realizar un

inmunoensayo mediante arrays de anticuerpo en formato esfera (MagPlex) tipo sandwich.
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ACTIVAR LAS MICROESFERAS MAGNETICAS

ACOPLAR EL ANTICUERPO DE CAPTURA A UNA REGION DE ESFERAS

COMPROBAR QUE EL ACOPLAMIENTO FUNCIONA CORRECTAMENTE
INMUNOENSAYO

Figura 12: Esquema del flujo del trabajo para llevar a cabo un inmunoensayo con la tecnologia xMAP de

Luminex.

4.2. Protocolos

A continuacidn se detallan los protocolos seguidos en este trabajo. Como consecuencia de
trabajar con esferas magnéticas, hay que tener en cuenta que todos los protocolos de
lavado han de realizarse sobre soportes especiales imantados para tubos (figura 13) o

placas de 96 pocillos (figura 14).

Figura 13: Soporte imantado para lavados de tubos (tipo eppendorf).

Figura 14: Soporte imantado para lavados de placas de 96 pocillos.
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4.2.1 Activacion de las microesferas

La activacién de las esferas se basa en la actuacién del EDC y el sulfo-NHS, ambos
facilmente hidrolizables. Por ello, la rapida adicidn de la solucién activadora a las esferas

es un punto critico en este paso.

e Afiadir a un eppendorf 5x10° esferas (beads) de cada region. Colocar el eppendorf
en el iman para poder retirar el tampon de almacenaje (PBS, 1% BSA, 0.05% NaNs,
pH 7.4).

e Retirar el eppendorf del iman y lavar las esferas con 80 pl del tampdén de
activacion (0.1 M NaH,PO,, pH 6.2). Retirar el tampdn en el iman y afiadir de nuevo
50 pl de tampdn de activacion. Guardar en oscuridad hasta su uso.

e Preparar la solucién de activacion a una concentracion final de 10mg/ml en un
volumen final de 50 pl. Para ello pesar preparar 50 mg de NHS y 50 mg de EDC y
enrasar hasta un volumen final de 50 pl con el tampdn de activacién.

e Afiadir 50 pl de la solucién de activacién a los 50 pl de tampdn de activaciéon donde
estdn preparadas las beads. Incubar durante 20 minutos en agitacién a temperatura

ambiente.
4.2.2. Acoplar el anticuerpo de captura a una poblacién de esferas

Una vez activadas las esferas, se afade la cantidad de anticuerpo de captura que se desea

acoplar (generalmente 1,6 ug). Para ello se siguen estos pasos:

e Hacer dos lavados con 100 pl de tampén de acoplamiento [SOmM Acido 2-N-
morfolino etanosulfénico (MES), pH 5] asegurandose de eliminarlo todo antes de
anadir el anticuerpo.

e Afadir 1,6ug de anticuerpo de captura diluido en tampdn de ensayo (PBS-TWEEN
al 0,05%) hasta un volumen final de 100 pl. Incubar 2 horas en agitacién a
temperatura ambiente.

e Realizar un lavado con 100 pl de tampdn de lavado (PBS-TWEEN al 0,05%).

e Conservar en 50 pl de tampdén de bloqueo (PBS, 0.1% BSA, 0.02% TWEEN-20,
0.05% NaN3, pH 7.4). Mantener en oscuridad entre -2 °Cy 8 °C.
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4.2.3. Verificar el acoplamiento

Para comprobar que el anticuerpo de captura se ha acoplado correctamente con las
esferas se usa un anticuerpo de deteccidn anti especie marcado con estreptavidina. En
general, un acoplamiento correcto deberia producir al menos una intensidad media de

fluorescencia (MFI) de 10000.

Al ensayo se aflade un control negativo en el que se sustituye el anticuerpo de deteccién

por PBS-TWEEN 0,05%.
Todas las condiciones se hacen por triplicado.

e Las esferas acopladas se preparan a una dilucién 1:50 en tampdn del bloqueo.
Sonicar las esferas durante 2 minutos antes de su uso.

e Preparar el anticuerpo de deteccién a una dilucién 1:1000 en PBS-TWEEN 0,05%.

e Afiadir a cada pocillo de la placa 5 pl de la dilucidon de esferas (10° esferas) y 50 pl
del anticuerpo de deteccidn. Para la condicion de control negativo se sustituyen los
50 ul de la dilucion de anticuerpo de deteccién por PBS-TWEEN 0,05%. Incubar
durante 20 minutos en agitacidn y oscuridad.

e Lavar 3 veces con 100 ul de tampdn de lavado.

e Anadir 100 pl de PBS-TWEEN 0,05% y leer en el equipo MAGPIX.

4.2.4. Inmunoensayo en formato sandwich

Para llevar a cabo una cuantificacidn absoluta se necesita crear una curva estandar de
concentraciones conocidas de la proteina recombinante frente a la que poder comparar
los resultados obtenidos de la muestra bioldgica. En este tipo de ensayo se incorpora
como control negativo una region de esferas que han sido activadas pero a las que no se

les ha acoplado ningln anticuerpo por lo que no pueden dar ninguna sefial.

e Preparar una dilucién 1:50 con todas las regiones de esferas que se deseen analizar
simultdneamente en tampdn de bloqueo. Sonicar durante 2 minutos las esferas.
Afiadir 5 pl de esta dilucién a cada pocillo (10* esferas de cada region).

e Preparar cada punto de la curva estandar en un volumen final de 45 pl.
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e Afiadir 45 pl de suero a la dilucién oportuna a cada pocillo.

eIncubar la placa durante 2 horas y 30 minutos en agitacion y oscuridad a
temperatura ambiente.

e Lavar 3 veces con 100 pl de tampdn de lavado.

¢ Afiadir el anticuerpo de deteccidn biotinilado a cada pocillo en un volumen final de
45ul. La concentraciéon optima de anticuerpo de deteccion debe ser ajustada,
generalmente 1ug/mL. Incubar la placa durante 1 hora en agitacidn y oscuridad a
temperatura ambiente.

elavar 3 veces con 100 ul de tampdn de lavado. Afadir 50 ul de estreptavidina-
ficoeritrina (SAPE SA1004) a una dilucién 1:1000 en PBS-TWEEN 0,05%. Incubar la
placa durante 20 minutos en agitacién y oscuridad a temperatura ambiente.

e Lavar 3 veces con 100 ul de tampdn de lavado.

e Anadir 100 ul a cada pocillo de PBS-TWEEN 0,05%. Introducir la placa en el equipo

MAGPIX para leer la fluorescencia.

Para la lectura de los datos el equipo usa el software xPONENT. Finalmente, los datos se

exportan a Excel y GraphPad para su posterior analisis.
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5. Resultados y discusion

Los estudios de protedmica al azar realizados por la unidad de Protedmica del grupo de
Reumatologia del INIBIC han conducido a la definicion de un panel de 20 proteinas que
pueden tener potencial utilidad biomarcadora para el diagnéstico precoz, prondstico o

desarrollo de fdrmacos para el tratamiento de la artrosis.

Siguiendo los objetivos marcados al principio (pagina 3), testamos la posibilidad de incluir
4 de las 20 proteinas candidatas en un ensayo multiplex para poder validarlas en cohortes
amplias de pacientes, con el fin de avanzar en el flujo de desarrollo de nuevos
biomarcadores y cualificar su uso en clinica. Las 4 proteinas detalladas a continuacién son:
trombospondina 1 (THBS1), proteina oligomérica de la matriz cartilaginosa (COMP),
proteina de unién a retinol (RBP4), y proteina de unién a la vitamina D (VDBP). La THBS1
es una proteina de la matriz celular capaz de modular la angiogénesis (Poon et al., 2004).
La COMP influye en la organizacion de las fibrillas de coldgeno, contribuyendo asi a la
estructura del tejido (Calvo et al., 2005). Se encuentra principalmente en las capas de
cartilago en desarrollo (Hoch et al., 2011). La RBP4 pertenece a la familia de las lipocalinas
y es el portador especifico del retinol (alcohol de vitamina A) en la sangre (Liu et al.,
2017). La proteina sérica VDBP es una glicoproteina plasmatica conocida por su papel en
el transporte de metabolitos de la vitamina D (Malik et al., 2013). Desarrolla multiples
funciones importantes como la modulacién de respuestas inmunitarias e inflamatorias, la

unién de acidos grasos y el control del desarrollo 6seo (Speeckaert et al., 2014).

Para comenzar, cada proteina serd testada de forma individual. En primer lugar, se buscard
una pareja de anticuerpos que sea funcional en formato sandwich. A continuacién, se
optimizard la curva estandar con la proteina recombinante y se probard un rango amplio
de diluciones de 2 muestras de suero (OA_1y OA_2) para buscar la que mejor se adapte a
la curva. Por ultimo, si las diluciones de suero lo permiten, se llevaran a cabo pruebas de
reactividad cruzada entre proteinas para comprobar si podrian unirse en un ensayo

multiplex.

A continuacién, se detallardn los pasos seguidos con cada proteina en cada una de las

fases de ensayo.
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5.1 THBS1

En la fase de busqueda de una pareja de anticuerpos funcionales para esta proteina se
probaron dos anticuerpos de captura (ab1823 y sc-65612) y dos anticuerpos de deteccion
(LAA611HuU71 y EHTHBS1). Todas las combinaciones posibles se testaron frente a dos
proteinas recombinante diferentes (RPA611Hu01 y EHTHBS1), ambas a 1ug/mL vy
empleando una muestra de suero diluida 1:1000. Como se observa en las graficas 15y 16

los resultados fueron negativos debido a la baja sefal de fluorescencia (MFI) obtenida.

250

200
- 150 M Proteina estandar 1
= 100 M Proteina estandar 2
M Suero OA_11:1000

50

M Blanco
0 .

Anticuerpo biotinilado 1  Anticuerpo biotinilado 2
Anticuerpo de captura 1l

Figura 15: Combinacién del anticuerpo de captura 1 con los dos anticuerpos biotinilados frente a dos

proteinas recombinantes y un suero.

1400
1200
1000
o 800 H Proteina estandar 1
= 600 H Proteina estandar 2
400 W Suero OA_11:1000
200 H Blanco
0

Anticuerpo biotinilado 1 Anticuerpo biotinilado 2

Anticuerpo de captura 2

Figura 16: Combinacidn del anticuerpo de captura 2 con los dos anticuerpos biotinilados frente a dos
proteinas recombinantes y un suero.

A la vista de estos resultados se probd un kit comercial Duo Set ELISA (DY3074). Como se
observa en la figura 17 se obtuvieron sefales mayores de 10000 MFI para los puntos mas

altos de la curva.
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Inicialmente para la curva estandar de la THBS1 se probaron 8 concentraciones que
partian de 160 ng/mL hasta 1,25 ng/mL haciendo dicluciones seriadas (1:2). Como se
observa en la figura 18 a partir de 40 ng/mL la curva se satura y las medidas de MFI

pierden reproducibilidad.

ng/mL log ng/mL MFI

25000 0 29
20000 - R2=0,9639 1,25 0,097 2089,5
2,5 0,398 3807
15000 4 5 0,699 6520
— 10 1 9508
= 10000 20 1,301 12050,5
40 1,602 14845
5000 4 80 1,903 16684,25
6 160 2,204 15625,25

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

log ng/mL
Figura 17: Curva estandar para THBS1 desde 160ng/mL hasta 1,25 ng/mL.

En base a los resultados anteriores, se acota la curva estandar partiendo de 40 ng/mL
haciendo diluciones 1:2 hasta 0,31 ng/mL y se observa como la curva mejora pasando de

un R?=0,9639 a un R%= 0,9981 (figura 18).

ng/mL logng/mL  MFI

15000
0 35,5
0,3125 -0,505 564,5
0,6250 -0,204 967,75
10000 4
1,25 0,097 1781
% 2,5 0,398 2975,5
5000 - 5 0,699 4807,75
10 1 7543
20 1,301 9320,75
0 T T T T . 40 1,602 11316

1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
log ng/mil

Figura 18: Curva estandar para THBS1 desde 40ng/mL hasta 0,31 ng/mL.
Una vez optimizada la curva estandar se prueba un rango amplio de diluciones de suero
partiendo de 1:200 hasta 1:10000. Como se observa en la figura 19, a una dilucién 1:200
la sefial MFI sigue aumentando por lo que se prueban diluciones de suero mas

concentradas.
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Figura 19: Inmunoensayo frente a THBS1 sérica con diferentes diluciones de suero desde 1:200 hasta
1:10000.

Se probaron diluciones desde 1:10 hasta 1:200 y como se observa en la figura 20 en
funcién de la concentracién de THBS1 en diferentes sueros, a una dilucién 1:200 la sefial

ya estd saturada para OA_1 o aln esta creciendo para OA_2.

30000

25000

20000
o
= 15000

10000 — A1

—0A_2
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1:200 1:100 1:50 1:10

Diluciones

Figura 20: Inmunoensayo frente a THBS1 sérica con diferentes diluciones de suero desde 1:10 hasta 1:200.

Finalmente, debido a la variabilidad observada entre las 2 muestras se prueban diluciones
entre 1:250 y 1:1000 (figura 21) y se concluye que para la THBS1 una dilucién del suero
entre 1:500 y 1:1000 seria la mas adecuada debido a que la sefal entre estos puntos aun

estd creciendo y cae dentro de la curva estandar.
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Figura 21: Inmunoensayo frente a THBS1 sérica con diferentes diluciones de suero desde 1:250 hasta
1:1000.

5.2. COMP

Debido a los buenos resultados obtenidos con el Duo Set ELISA para la proteina THBS1,

para la COMP se testa directamente la pareja comercial (DY3134).

Inicialmente la curva estdndar de la COMP se probd con 8 puntos que partian de 40
ng/mL en dilucién 1:2 hasta 0,31 ng/mL. Como se observa en la figura 22 a partir de 20

ng/mL la curva se satura y las medidas de MFI pierden la reproducibilidad.

15000 -
ng/mL logng/mL MFI
R?=0,9743 0 30,25
10000 - 0,3125 -0,505 6542
_ 0,6250 -0,204 1654,75
LEL 1,25 0,097 2975
2,5 0,398 5395
5000 4 5 0,699 7712
10 1 10578,5
20 1,301 12041
0 . . . . . 40 1,602 11895

1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
log ng/mi

Figura 22: Curva estandar para COMP desde 40 ng/mL hasta 0,31 ng/mL.
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En base a estos resultados, se acota la curva estandar partiendo de 20 ng/mL y haciendo
diluciones 1:2 hasta 8 puntos y se observa como la R? de la curva mejora pasando de un

R?=0,9743 a un R?=0,9994 (figura 23).

2 ] ng/mL  logng/mL MFI
2 0 27,5
15000 R=0,994 0,15625 -0,806 4255
031250 -0,505 797
L= 10000 0625 0204 1593
1,25 0,097 2834,25
5000 2,5 0,398 5341
5 0,699 8398
10 1 12747
0- . , : . .
40 05 00 05 10 15 20 —— 17338

log ng/ml
Figura 23: Curva estandar para COMP desde 20ng/mL hasta 0,15 ng/mL.

Una vez optimizada la curva se prueba un rango amplio de diluciones de suero partiendo
de 1:5 hasta 1:1000. Como se observa en la figura 24 una dilucién de suero entre 1:50 y
1:250 seria la mas adecuada debido a que la sefial entre estos puntos crece y cae dentro

de la curva estandar.
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Figura 24: Inmunoensayo frente a COMP sérica con diferentes diluciones de suero desde 1:5 hasta
1:1000.

5.3. RBP4

En estudios previos a este trabajo llevados a cabo por la unidad de Proteémica del INIBIC

ya se habia testado una pareja de anticuerpos funcionales en ensayos Luminex
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(anticuerpo de captura MAA929Hu22, anticuerpo biotinilado LAA929Hu71 y proteina

recombinante RPA929Hu01), por lo que se procedid directamente a la optimizaciéon de la

curva estandar. En este caso la curva empieza en 100ng/mL y desciende con diluciones 1:2

hasta 8 puntos, obteniéndose una R*=1 (figura 25).

50007 ng/mL logng/mL MFI
0 15,5
60007 0,781 -0,107 63,5
1,562 0,193 172
n 4000 A 3,125 0,494 391,5
z 6,25 0,795 958,5
12,5 1,096 2139
20004
25 1,397 3982,5
50 1,698 5817,75
0 : ' ' ' ! 100 2 6956,75

-0.5 0.0 0.5

1.0 1.5 2.0 2.5

log ng/mL

Figura 25: Curva estandar para RBP4 desde 100ng/mL hasta 0,78 ng/mL.

Una vez optimizada la curva se prueba un rango amplio de diluciones de suero. Como

podemos observar en la figura 26, la regidén de exceso de anticuerpo (regién dptima para

un ensayo tipo ELISA) en la que la sefial crece de forma exponencial esta entre la diluciéon

1:1000 y 1:10000 para ambos sueros.
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Figura 26: Inmunoensayo frente a RBP4 sérica con diferentes diluciones de suero desde 1:10 hasta

1:10000.
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A continuacién, se prueban diluciones entre 1:1000 y 1:10000 para comprobar cual se
adapta mejor a la curva estandar. Como se observa en la figura 27 la dilucién 1:5000 seria

la mejor ya que la sefial esta creciendo en este punto.
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Figura 27: Inmunoensayo frente a RBP4 sérica con diferentes diluciones de suero desde 1:1000 hasta
1:10000.

5.4.VDBP

Al igual que para la RBP4, en el caso de la VDBP al inicio de este trabajo ya se contaba con
una pareja de anticuerpos funcionales (anticuerpo de captura NBP2-235337, anticuerpo
biotinilado LAB810Hu71 y proteina recombinante RPB810Hu03). Por ello se pasa
directamente a la optimizacién de la curva estandar. En este caso la curva empieza en
250ng/mL y desciende con diluciones 1:2 hasta 8 puntos. Como se observa en la figura 28,
se consigue una buena curva con un R?=0,998, aunque la sefal de fluorescencia es muy

baja (MFI= 866 para el punto mas alto de la curva).

1000 - ng/mL logng/mL MFI
0 18
800 A 1,95 0,290 84,25
3,91 0,591 161,25
_ 6007 7,81 0,892 270,75
; 15,625 1,193 411,5
4007 31,25 1,494 542
62,5 1,795 689
2007 125 2,096 769,5
250 2,397 866
0 T T 1

1 2 3
log ng/mL

Figura 28: Curva estandar para VDBP desde 250ng/mL hasta 1,95 ng/mL.
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Una vez optimizada la curva, se prueba un rango amplio de diluciones seriadas de suero.
Como podemos observar en la figura 29, la regidon de exceso de anticuerpo en la que la

sefial crece esta entre la dilucién 1:1000 y 1:10000.
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Figura 29: Inmunoensayo frente a RBP4 sérica con diferentes diluciones de suero desde 1:10 hasta
1:10000.

A continuacién, se prueban diluciones entre 1:1000 y 1:20000 para comprobar cual se
adapta mejor a la curva estandar. Como se observa en la figura 30, la dilucién 1:10000

seria la mejor.
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Figura 30: Inmunoensayo frente a VDBP sérica con diferentes diluciones de suero desde 1:1000 hasta
1:20000.
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5.5 Optimizacion de la concentracion de anticuerpo de deteccion

Hasta el momento todos los ensayos se llevaron a cabo con 1ug/mL de anticuerpo
biotinilado. Para mejorar la sefial MFI de VDBP y RET4 se prueban diferentes cantidades
de anticuerpo biotinilado y se comprueba si aumenta la sefial en el punto mds alto de la
curva estandar. Como se observa en la figura 31 la sefial con 4ug/mL aumenta un 106% vy
un 174% respecto a 1ug/mL para la RBP4 y VDBP respectivamente. Por lo tanto, en el

ensayo multiplex se emplearan 4ug/mL de los anticuerpos de deteccidn.

8000

6000

< 4000
2 e RET4

0

1 pg/mL 2 pg/mL 4 ug/mL
Cantidad de B-Ab

Figura 31: Inmunoensayo frente a 100ng/mL de RBP4 y 250 ng/mL de VDBP con diferentes cantidades de
anticuerpo de deteccidn.

5.6. Reactividad cruzada entre RBP4 y VDBP

La primera limitacidon que nos encontramos a la hora de combinar distintos analitos en un
ensayo multiplex es que los anticuerpos a testar estén acoplados a distintas regiones de
esferas magnéticas. Otra limitacién es la diferencia de concentraciéon de los analitos en
muestras de suero. Por ello es necesario que la dilucién de suero para cada proteina que
se pretenda incluir en el panel coincida. En nuestro caso la RBP4 y la VDBP pueden unirse
en un ensayo multiplex porqué sus anticuerpos estan acoplados a distintas regiones de
esferas (regién 13 para RBP4 y regién 19 para VDBP) y podemos emplear la misma

dilucién de suero para ambas proteinas (1:10000).

El siguiente paso para el desarrollo de un ensayo multiplex es comprobar si existe
reactividad cruzada entre los anticuerpos, tanto de captura como de deteccidon
(Urbanowska et al., 2006). Para ello se realiza un ensayo basado en tres pruebas que se
resume en la figura 32.
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En el primer test se determina la especificidad de la unién del anticuerpo de captura con
su analito. Para ello se realizan dos inmunoensayos. En cada uno de ellos el sdndwich se
llevara a cabo con la pareja de proteina recombinante y anticuerpo biotinilado especificos,
pero en ambos se incluyen las regiones de esferas acopladas a los 2 anticuerpos juntos

(RBP4 y VDBP).

En el segundo test se determina la especificidad de la uniéon entre el anticuerpo
biotinilado y su analito. Para ello se realizan dos inmunoensayos. En este caso, cada uno
de ellos llevara la proteina recombinante por separado, pero el anticuerpo de captura y el

de deteccion se juntan.
Por ultimo, se realiza un ensayo multiplex entre la VDBP y la RBP4.

TEST1 TEST 2 TEST 3

XX
o
Y

ANTICUERPO DE

CAPTURA FRENTE
RBP4 Y VDBP
PROTEINA
RECOMBINANTE
RBP4Y VDBP
ANTICUERPO Y Y Y
BIOTINILADO FRENTE

REP4Y VDBP

Figura 32: Pruebas para determinar la reactividad cruzada.

Los resultados de estas pruebas se muestran en la tabla 3.

oRBP4 oVDBP Reactividad cruzada
Test 1 RBP4 13238,5 888,75 6,71%
Test 1 VDBP 41,75 2874,5 1,45%
Test 2 RBP4 12546 952,75 7,59%
Test 2 VDBP 50,5 2446 2,06%
Test 3 VDBP+RBP4 13159 2712,5
BLANCO 57 57,6

Tabla 3: Valores de MFI y porcentajes de reactividad cruzada entre las proteinas estandar (RBP4 y VDBP) y
los anticuerpos (aRBP4 y aVDBP).
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En el test 1 se comprueba que porcentaje de reactividad cruzada deriva de la unién
inespecifica del anticuerpo de captura. Como se observa el tabla 3, el anticuerpo de la
VDBP se une inespecificamente a la proteina recombinante de la RBP4 (MFI=888,75) de
forma significativa dando una reactividad cruzada mayor del 5% (6,71%). Por otro lado, el
anticuerpo de la RBP4 no se une de forma significativa a la proteina recombinante de la

VDBP siendo la sefial menor del 5% (1,45%).

En el test 2 se comprueba que porcentaje de reactividad cruzada deriva de la unidn
inespecifica del anticuerpo de deteccién. Para la proteina RBP4, se observa como la
reactividad cruzada sube de un 6,71% a un 7,59%, lo cual indica que la mayoria de la sefial
inespecifica deriva del anticuerpo de captura de la VDBP (MFI=888,75) aunque el de
deteccién también es algo inespecifico (MFI=952,75). Para la proteina VDBP, la sefial sigue
manteniéndose por debajo del 5% (2,06%) por lo cual se deduce que no hay reactividad

cruzada ni con el anticuerpo de captura ni con el anticuerpo de deteccién de RBP4.

A pesar de la pequefia reactividad cruzada que detectamos en los test 1 y 2, quisimos
probar igualmente el ensayo multiplex con estas 2 proteinas. En el test 3, se observa como
la sefial de la proteina VDBP (MFI=2712,5) se mantiene constante respecto a los test 1
(MFI=2874,5) y 2 (MFI=2466). Lo mismo ocurre para la sefial de la proteina RBP4
(MFI=13159) en el test 3 con respecto a los test 1 (MFI=13238,5) y 2 (MFI=12546).
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6. Conclusiones

En este trabajo se han desarrollado 4 arrays en suspensidon tipo sandwich para la
cuantificacion absoluta de THBS1, COMP, VDBP y RBP4 en muestras humanas de suero.
Para las 4 proteinas en estudio se han desarrollado ensayos uniplex. Finalmente, VDBP y
RBP4 se han podido probar en un ensayo multiplex, que permite la cuantificacion

absoluta de ambas proteinas en la misma muestra de suero (diluida 1:10000).

Sera necesario un estudio de validacién en cohortes mas grandes de muestras artrésicas y
controles sanos para validar la utilidad de estos arrays en la practica clinica y cualificar su

uso para el diagndstico precoz, monitorizacion o evaluacién de terapias en OA.
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