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La presente invencion se refiere a un nuevo
procedimiento para la purificacién, concentracion,
separacion y determinacion de las isoformas de la
o-1 - glicoproteina acida (AGP), en muestras de
suero sanguineo humano, por electroforesis capilar.
El nuevo procedimiento se basa en la inmunocaptura
y preconcentracion de la muestra dentro del capilar de
separacién, mediante el uso de una fase
inmunoadsorbente magnéticamente inmovilizada en
el interior del capilar de electroforesis, y la posterior
desorcién y separacion de las isoformas de la
glicoproteina tras la induccién de un efecto de
enfoque. El nuevo procedimiento puede tener
aplicaciones para el uso de la AGP como biomarcador
de enfermedades tales como cancer, enfermedades
vasculares y enfermedades inflamatorias.

ES 2402 278 Al


https://core.ac.uk/display/36152158?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

10

15

20

25

30

ES 2402278 Al

DESCRIPCION
PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS DE ISOFORMAS DE
GLICOPROTEINAS POR ELECTROFORESIS CAPILAR.

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se refiere en general al campo del analisis de proteinas, al
analisis de muestras por electroforesis capilar de inmunoafinidad en particular y
especificamente al analisis de isoformas de glicoproteina por electroforesis capilar
de inmunoafinidad. En un modo de realizacion particularmente preferido, se
refiere al analisis de isoformas de la a-1 glicoproteina &acida mediante

electroforesis capilar de inmunoafinidad.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La a-1 glicoproteina acida (AGP) u orosomucoide es una proteina con un pl de 2.8
a 3.8 y con un peso molecular comprendido entre 41 y 43 kDa. Las diferentes
moléculas de la proteina debidas a variaciones en la glicosilacion y/o en la
secuencia peptidica se denominan formas y cada grupo de formas que migran en
la misma banda de electroforesis se denomina isoforma. Los cambios en el perfil
electroforético de isoformas de AGP en las muestras biologicas se han
relacionado con diferentes estados patoldégicos como cancer, inflamaciéon y
enfermedades cardiovasculares y del higado, entre otros [Duche, J. C., Urien, S.,
Simon, N., Malaurie, E., Monnet, I., Barre, J., Clin Biochem 2000, 33, 197-202;
Hashimoto, S., Asao, T., Takahashi, J., Yagihashi, Y., Nishimura, T., Saniabadi, A.
R., Poland, D. C., van Dijk, W., Kuwano, H., Kochibe, N., Yazawa, S., Cancer
2004, 101, 2825-2836; Poland, D. C., Garcia Vallejo, J. J., Niessen, H. W.,
Nijmeyer, R., Calafat, J., Hack, C. E., Van het Hof, B., Van Dijk, W., J Leukoc Biol
2005, 78, 453-461; Budai, L., Ozohanics, O., Ludanyi, K., Drahos, L., Kremmer,
T., Krenyacz, J., Vekey, K., Anal Bioanal Chem 2009, 393, 991-998]. La
comparacion entre los perfiles electroforéticos de isoformas de AGP existentes en
fluidos biologicos de individuos que sufren de diferentes enfermedades y los
perfles de individuos sanos podria ser potencialmente utilizada como
biomarcador de la enfermedad con fines diagndsticos, prondsticos y de

seguimiento terapéutico.
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Las diferencias en la composicion glucidica y/o en la secuencia peptidica entre las
formas de la glicoproteina pueden dar lugar a diferencias en su relacion
carga/tamano, siendo por tanto la electroforesis capilar en zona libre (CZE) una
técnica adecuada para el analisis de las isoformas de la glicoproteina intacta, es
decir sin hidrolizar. El analisis de isoformas de la glicoproteina por CZE requiere el
aislamiento previo de la proteina a partir de la muestra bioldgica. La purificacidon
de AGP a partir de suero humano consiste por lo general en un proceso largo y
tedioso basado en el uso de columnas de intercambio i6nico o mediante
cromatografia de afinidad [Kishino, S., Miyazaki, K., J Chromatogr B 1997, 699,
371-381]. Se ha descrito un método de purificacion por cromatografia de
inmunoafinidad de AGP a partir de suero y plasma humanos que hace posible el
analisis de sus isoformas por CZE (Ongay, S., Neusuess, C., Vaas, S.; Diez-
Masa, J. C., de Frutos, M., Electrophoresis 2010, 31, 1796-1804). Este método
permite realizar la preparacion de la muestra para el posterior analisis por CZE y
deteccion de las isoformas de la glicoproteina en un tiempo de 4 horas. Esta
metodologia se ha aplicado con éxito para la comparacion de isoformas de AGP
en las muestras de individuos sanos y de pacientes que sufren dos enfermedades
vasculares, concretamente aneurisma aédrtico abdominal (AAA) y ateroesclerosis
carotidea (ACT), mostrando un alto poder predictivo en los grupos sanos vs
enfermos, sanos vs AAA, y sanos vs ACT [Puerta, A., Diez-Masa, J. C., Martin-
Alvarez, P. J., Martin-Ventura, J. L., Barbas, C., Tufén, J., Egido, J., de Frutos,
M. Analyst, 2011, 136, 816—822]. Esta ultima contribucidn muestra la viabilidad de

las isoformas de AGP analizadas por CZE como biomarcador de aterotrombosis.

A pesar de estos logros, el tratamiento de la muestra sigue contribuyendo de
forma significativa al tiempo total de analisis. En este sentido, la electroforesis
capilar de inmunoafinidad (IACE) empleando anticuerpos inmovilizados es una
técnica hibrida que combina la inmunocaptura y la separacion por CE. En la IACE
en columna, un ligando de afinidad, concretamente un anticuerpo, unido a un
soporte solido o inmovilizado directamente en la pared capilar se fija en el interior
del capilar de electroforesis en la zona proxima a la entrada. A continuacién se
introduce la muestra, y los antigenos de ésta son capturados y posteriormente

eluidos y separados empleando un medio disociador de la unién antigeno-
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anticuerpo, seguido de la aplicacién de un alto voltaje [Guzman, N. A., Phillips, T.
M., Electrophoresis 2011, 32, 1565-1578]. Esta técnica de IACE es la
combinacién “on-line” de una etapa de cromatografia de inmunoafinidad con una
etapa de separacion electroforética. La IACE se esta convirtiendo en una
herramienta de gran alcance que tiene caracteristicas unicas, que incluyen la
automatizacion, cortos tiempos de preparacion de muestra y la utilizacion de bajas
cantidades de muestra y de reactivos. Por otra parte, un inconveniente del
tratamiento de la muestra en el capilar de separacién es que la matriz de la
muestra se introduce directamente en los capilares, lo cual puede ocasionar la
adsorcion de los componentes de la matriz en la pared capilar. Por lo general, los
capilares se recubren con una sustancia quimica para evitar que los componentes
de la matriz se adsorban en la pared de los capilares y para suprimir el flujo
electroosmdético (EOF). Ademas, en la mayoria de los casos es necesario el uso
de procedimientos de isotacoforesis (ITP) para aumentar la sensibilidad y la
resolucion del método. Hasta el momento, no se habia conseguido utilizar con

éxito esta técnica de IACE en la separacion de isoformas de glicoproteinas.

Teniendo en cuenta la utilidad del perfil electroforético de las isoformas de AGP y
otras glicoproteinas como biomarcadores de diferentes enfermedades, se hace
necesario un método de analisis que permita de forma automatica la preparacion
de la muestra biologica y la separacion rapida y eficaz de las diferentes isoformas

de estas proteinas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion describe un nuevo método de electroforesis capilar de
inmunoafinidad, para el analisis de isoformas de glicoproteinas en muestras de
fluidos biologicos, donde la preparacion de la muestra se realiza, de forma

mayoritaria, dentro del capilar.

El nuevo método combina la inmunocaptura y preconcentracion de la muestra
dentro de una columna de electroforesis capilar, mediante el uso de una fase
inmunoadsorbente, y la induccién de una etapa de concentracién, que permiten

purificar, concentrar y separar las isoformas de la proteina al aplicar alto voltaje
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con un minimo de manipulacion de la muestra. La fase inmunoadsorbente esta
formada por anticuerpos especificos frente a la glicoproteina de interés, unidos
covalentemente a particulas magnéticas y se inmoviliza en el interior de la

columna mediante un campo magnético.

El nuevo método permite la purificacion, concentracion, separacion vy
determinacién de las isoformas de la glicoproteina AGP, a partir de una muestra
de fluido bioldgico, en un tiempo de unos 65 min, practicamente la cuarta parte
que los procesos previamente descritos. El proceso es reproducible y en la
mayoria de pasos automatizable. EI consumo de muestra y reactivos también

representa una mejora respecto a los procedimientos previamente descritos.

El analisis del perfil electroforético de isoformas de AGP obtenido mediante la
utilizacién de esta metodologia permitiria estudiar su potencial como biomarcador
de enfermedades tales como cancer, inflamacién o enfermedades vasculares y

del higado.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIGURA 1. La Fig. 1a muestra un esquema en perspectiva del dispositivo
magneético formado por dos imanes (1) y un dispositivo de sujecion (3) que
contiene un orificio (2) por el que puede pasar un capilar de electroforesis. La fig.

1b muestra un esquema frontal del mismo dispositivo.

FIGURA 2. La Fig. 2 es un electroforegrama de AGP de una muestra de suero
analizada segun el procedimiento on-line IACE donde se pueden distinguir las

isoformas de la AGP. En la parte inferior derecha se muestra una ampliacion.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion describe un nuevo método de
analisis, basado en electroforesis capilar, que permite la separacién de al menos
una isoforma de glicoproteina en una muestra de fluido biolégico ya obtenida,

mediante un proceso que comprende los siguientes pasos:
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(a)inyeccion en un capilar de electroforesis de wuna fase
inmunoadsorbente de modo tal que permita la inmovilizacion de
dicha fase inmunoadsorbente en dicho capilar de electroforesis,

(b) inyeccién en dicho capilar de electroforesis de la muestra de fluido
biolégico que contiene la glicoproteina a analizar de modo que
permita la captura del antigeno (la glicoproteina) en la fase
inmunoadsorbente descrita en el paso (a);

(c) inyeccidn en dicho capilar de una disolucion que contiene un agente
disruptor de la unién anticuerpo-glicoproteina de modo que permita
la desorcion de la (glicoproteina capturada en la fase
inmunoadsorbente;

(d) inyeccién en dicho capilar de una disolucion que permita inducir un
efecto de enfoque de la glicoproteina al aplicar un campo eléctrico;

(e) aplicaciéon de un campo eléctrico a lo largo de dicho capilar de
electroforesis de manera que permita separar al menos una
isoforma de la glicoproteina, preferentemente se separan diferentes
isoformas de la glicoproteina;

(f) deteccion de dicha(s) isoforma(s) descrita(s) en (e) de la
glicoproteina en el extremo de salida del capilar de electroforesis y

obtencion de su perfil electroforético.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el método descrito se

caracteriza porque la glicoproteina es la a-1 glicoproteina acida.

Se entiende por muestra de fluido bioldégico ya obtenida, por ejemplo a partir de
una muestra ya obtenida de sangre humana, se ha obtenido el plasma (por
centrifugacion) o el suero (por coagulacidon). Por tanto, en una realizacién
preferente de la presente invencién, el método descrito anteriormente se
caracteriza porque la muestra de fluido bioldégico ya obtenida, es suero o plasma

sanguineo.

Se entiende como fase inmunoadsorbente un anticuerpo unido covalentemente a
un soporte solido, como por ejemplo una particula magnética. Por tanto, una

realizacion preferente de la presente invencion, se caracteriza porque la fase
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inmunoadsorbente esta formada por anticuerpos especificos frente a Ia
glicoproteina de interés, unidos covalentemente a particulas magnéticas.

Preferentemente, dichos anticuerpos son anti-a-1-glicoproteina acida.

Se entiende como agente disruptor de la unidén anticuerpo-glicoproteina un
compuesto o mezcla de compuestos capaz de romper las interacciones

anticuerpo-antigeno, como por ejemplo un tampodn acido.

En electroforesis capilar se entiende como efecto de enfoque, el confinamiento de
un analito en una banda estrecha del capilar debido a una discontinuidad en la

velocidad de migracion del analito en dos disoluciones diferentes.

La fase inmunoadsorbente se prepara mediante una reaccion de acoplamiento
entre una particula magnética activada con grupos funcionales y un anticuerpo.
De forma preferida los grupos funcionales son grupos tosilo y el anticuerpo

utilizado es anti- a-1-glicoproteina acida humana desarrollado en cabra.

En una realizacion preferida la fase inmunoadsorbente descrita en el paso (a) se
inmoviliza en el interior del capilar de electroforesis mediante la aplicacion de un
campo magneético. En una realizacidn mas preferida, la inyeccion de la fase
inmunoadsorbente del paso (a) se realiza a partir de una suspension de 1 mg/mL
de esta fase en un tampdn fosfato salino durante un tiempo superior a los 100
segundos a una presion comprendida entre 50 y 150 mbar. En una realizacion
aun mas preferida la inyeccion se realiza durante 240 segundos a una presion de

100 mbares.

Para activar el anticuerpo de la fase inmunoadsorbente, en una realizacion
preferida de la presente invencién, el paso (a) también comprende la adicién de
un tampon acido. En una realizacion mas preferida, el tampon acido consiste en
una mezcla de tricina 10 mM, cloruro de sodio 20 mM, acetato de sodio 10 mM,
urea 7 M y putrescina 3,9 mM, ajustado a pH 4.5, preferentemente con acido

acético 2N.

En una realizacién preferida, la inyecciéon de la muestra de fluido biolégico que
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contiene la glicoproteina en el paso (b) se realiza en un tiempo comprendido entre
100 y 900 s a una presion de 100 mbar. En una realizacion mas preferida el

tiempo de inyeccion de la muestra de fluido biolégico es de 500 s.

En una realizacion preferida, de forma previa al paso (b), la muestra de fluido
biolégico se acidifica y se centrifuga para obtener el sobrenadante. En una
realizacion mas preferida la muestra de fluido bioldgico se acidifica con acido

tricloroacético 1M.

En una realizacion preferida se realiza un lavado entre las etapas (b) y (c). En una
realizacion mas preferida este lavado se realiza mediante la inyeccion de una
disolucién acuosa a una presion comprendida entre 0,1 y 4 bar y en un tiempo
comprendido entre 1 y 600 segundos. En una realizacion aun mas preferida, la
solucion acuosa es agua Milli-Q y se inyecta durante 60 segundos a una presion
de 1 bar.

El agente de desorcion utilizado en el paso (c) es un tampdn acido o basico o una
sustancia caotrépica. En una realizacién preferida, el agente de desorcién es un
tampon acido formado por una mezcla de tricina 10 mM, cloruro de sodio 20 mM,
acetato de sodio 10 mM, urea 7 M y putrescina 3,9 mM, ajustado a pH 4.5. En una
realizacion mas preferida el agente disruptor se inyecta en sentido inverso desde
el extremo de salida del capilar de electroforesis, preferentemente durante un

tiempo de 480 s a 100 mbar de presion.

En una realizacién preferida el tampon utilizado como agente de desorcion se

emplea también como tampon de separacion.

Para mejorar la resolucion de la separacion de las isoformas, en el paso (d) se
realiza la adicion de una disolucién que permita inducir un efecto de enfoque. En
una realizacion preferida se utiliza una disolucion de conductividad inferior a la
disolucién utilizada en el paso (c) que se emplea también como tampdn de
separacion. En una realizacion mas preferida la disolucion del paso (d) es una

mezcla metanol/agua en una relacion 1/3 viv.
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En una realizacion preferida, la disolucion utilizada en el paso (d) se inyecta de
modo tal que cubra la fase inmunoadsorbente y el resto del capilar quede lleno de
la disolucion utilizada en el paso (c), que se emplea como tampdn de separacion.
Ambos extremos del capilar estan sumergidos en el tampdn de separacion. En
una realizacion mas preferida, el tiempo de inyeccién de la disolucion esta
comprendido entre 1y 70 segundos y la presién esta comprendida entre 1 y 100
mbares (milibares). En una realizacion aun mas preferida, el tiempo de inyeccion

es de 35 segundos y la presion de 50 mbares.

El campo eléctrico aplicado en el paso (e) es superior a 100 V/cm. En una

realizacion preferida el campo eléctrico es de 333 V/cm.

La deteccion de las isoformas separadas se realiza proxima al extremo de salida
del capilar. En una realizacion preferida, se realiza deteccion ultravioleta, en una

realizacidon mas preferida la deteccion ultravioleta se realiza a 214 nm.

En una realizacion preferida se realiza cuantificacion de las isoformas. La
cuantificacion de las isoformas se realiza teniendo en cuenta la proporcion de
cada una de ellas. En una realizacién preferida la proporcion considerada consiste
en el porcentaje de area de cada isoforma respecto al area total; en una
realizacion mas preferida, el porcentaje de area considerado es el porcentaje de

area corregida teniendo en cuenta su velocidad electroforética aparente.

Para la realizacion de analisis sucesivos en el mismo capilar siguiendo el mismo
procedimiento y evitando problemas de contaminacién en las particulas
magneéticas de inmunoadsorbente, éstas se pueden retirar del capilar y emplear
nuevas particulas para cada analisis. En una realizacion preferida la retirada de
las particulas se realiza mediante la aplicacién de una presion superior a 5 bares

sin necesidad de interrumpir el campo magnético.

En un segundo aspecto de la presente invencion, describe un aparato o sistema
para el analisis de al menos una isoforma de una glicoproteina en una muestra de
fluido biolégico por electroforesis capilar a través del método anteriormente

descrito; dicho aparato o sistema comprende:
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a) un capilar de electroforesis;

b) una fase inmunoadsorbente que contiene anticuerpos especificos frente a la
glicoproteina de interés;

c) un dispositivo magnético capaz de inmovilizar la fase inmunoadsorbente en el

interior del capilar de electroforesis.

El capilar de electroforesis utilizado es un capilar de silice fundida no recubierto.
En una realizacion preferida el capilar tiene unas medidas de 90 cm de longitud y

75 micras de diametro interno.

En una realizacién preferida el dispositivo magnético esta formado por uno o
varios imanes y un dispositivo de sujecidn que permite inmovilizar los imanes
préximos al capilar. En una realizacion mas preferida el dispositivo de sujecion
mantiene dos imanes separados entre si a una distancia comprendida entre 0.1 y
100 mm y sujeta el capilar entre los dos imanes. En una realizacion aun mas
preferida los dos imanes son de Nd-Fe-B con geometria de disco de 9 mm de
diametro y 5 mm de grosor, y se encuentran- a una distancia entre side 1 mmy el

capilar se dispone de forma equidistante entre ellos.

Las Figuras 1a y 1b muestran un ejemplo, en forma de esquema, del dispositivo
magneético formado por dos imanes (1) y un dispositivo de sujecion (3). El
dispositivo de sujecion contiene un orificio (2) que permite pasar un capilar de

electroforesis y fijarlo entre los dos imanes.

En una realizacion preferida, el dispositivo magnético se situa a una distancia
comprendida entre 1 y 16 cm de la entrada del capilar. En una realizacion mas

preferida, el dispositivo magnético se situa a una distancia de 8,5 cm.

En un tercer aspecto de la invencion, la comparacion del perfil electroforético de al
menos una isoforma de la glicoproteina, obtenido utilizando el método o
procedimiento descrito anteriormente, entre individuos sanos e individuos
enfermos, se puede utilizar como biomarcador de diferentes enfermedades que
causan cambios, a nivel fisiologico, en el perfil de isoformas de glicoproteinas. En

una realizacion preferida, las enfermedades se comprenden entre cancer,

10
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enfermedades vasculares, inflamacion y enfermedades del higado. En una
realizacion mas preferida, las enfermedades son aneurisma aodrtico abdominal y

ateroesclerosis carotidea.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencidon se desprenderan en parte de la descripcion y en
parte de la practica de la invencion. Las figuras y ejemplos incluidos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de
patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencion. Estos ejemplos
se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser interpretados como
limitaciones a la invencion que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos
descritos mas adelante ilustran la invencion sin limitar el campo de aplicacion de

la misma.

EJEMPLO 1

Métodos Experimentales

Reactivos

Todos los reactivos fueron de grado analitico o superior. La cantidad requerida de
a-1-glicoproteina acida humana estandar, adquirida a Sigma (St. Louis, MO,
EE.UU.), se disolvio en agua MILLI-Q (Millipore Corp., Madrid, Espana), para
obtener una disolucién de 1 mg/ml que se almacen6 a 4 °C. Se utiliz6 acido
tricloroacético (Merck, Darmstadt, Alemania) para la precipitacion &acida
correspondiente a la etapa de pretratamiento de la muestra. Las particulas

magnéticas de 1,08 micras de diametro activadas con grupos tosilo (MB) fueron

11
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adquiridas a Dynabeads (Invitrogen, Oslo, Noruega). El anticuerpo policlonal anti-
a-1-glicoproteina acida humana desarrollado en cabra se adquiri6 a Inmune

Systems Ltd (Paignton, Devon, Reino Unido).

Se utilizaron tricina (Sigma), cloruro de sodio (Merck), acetato de sodio (Merck),
urea (Sigma), putrescina (Sigma) y acido acético (Merck) para la preparacion del
tampdn empleado como agente de desorcion, para activar las particulas, y como
tampon de separacion electroforética. Se utilizé hidréxido de sodio (Merck) para el
acondicionamiento capilar. Se utiliz6 metanol (Merck) para realizar un efecto de
enfoque. Se utilizé Brij 35 (Merck) para pasivar los dispositivos de filtracion. Se
utilizaron azida de sodio (JT Baker, Deventer, Holanda), cloruro de trizma
(Sigma), fosfato disédico (Merck), fosfato monosédico monohidratado (Merck),
cloruro de sodio (Merck) y sulfato amoénico (Merck) en el acoplamiento MB-
anticuerpo. Las muestras de suero de un donante sano fueron proporcionadas por
un Hospital, con el correspondiente consentimiento. Las alicuotas de suero fueron

almacenadas a -80 °C hasta su uso posterior.

Equipos

Las etapas de tratamiento de la muestra y separacién electroforética de las
isoformas de AGP realizadas dentro del capilar de electroforesis se llevaron a
cabo empleando un equipo Agilent 7100 CE (Waldbronn, Alemania) con deteccién
UV-Vis (A = 214 nm) y una fuente de presion externa. Se utilizo el software Agilent
ChemStation para controlar el instrumento y para adquirir y procesar los datos.
Los capilares de silice fundida sin recubrir (90 cm de longitud total, 75 micras de
diametro interno, 375 micras de diametro externo) fueron adquiridos a Polymicro

technologies (Phoenix, Arizona, EE.UU).

El campo magnético fue aplicado por dos imanes de disco de Nd-Fe-B, de 9 mm
de diametro, 5 mm de espesor con magnetismo residual estimado de 1,40-1,46 T
(Supermagnete, Zurich, Suiza). Se utilizé un dispositivo de metacrilato fabricado
en el laboratorio para mantener los imanes con una separacion de 1 mm entre
ellos, y para fijar el capilar en la posicion central entre los dos imanes. Este

dispositivo se ubico a una distancia de 8,5 cm del extremo de entrada del capilar.
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Se utilizé un dispositivo de filtracion con una membrana con tamaro de corte de
50 kDa (MICROCON ® YM-50, Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) empleado en una
centrifuga Biofuge Stratos (Heraeus, Hanau, Alemania) para la preparacion de
anti-AGP. Se utilizé un tubo de baja adsorcion de proteina de 0,5 mL LoBind
(Eppendorf Ibérica, Madrid, Espana) para llevar a cabo la reaccién de
acoplamiento anti-AGP-MB. Por ultimo, se utilizé un espectrofotometro Beckman
Coulter DU 800 UV/Vis (Brea, CA, EE.UU.) para el calculo indirecto de la cantidad

de anticuerpo inmovilizado sobre las MBs.

Acoplamiento de los anticuerpos anti-AGP a las particulas magnéticas
(MBs).

Se afiadieron 100 yL de una suspension comercial de MBs activadas con grupos
tosilo (100 mg/mL) a un tubo de 0,5 mL LoBind (Eppendorf) y se lavo tres veces
con 100 pyL de tampdn de recubrimiento (sulfato amoénico 1 M en fosfato sédico
0,1 M, pH 7,4).

Para preparar el anticuerpo para la reaccion de acoplamiento, se acondicion6 un
filtro de centrifuga MICROCON ® con una membrana de 50 kDa de corte nominal
mediante tratamiento con un volumen de 500 pL de una disolucion acuosa de Brij
35 al 5% (w:v), a 4 °C durante 24 horas. La disolucion de Brij se descarté y el
MICROCON ® se enjuago con agua Milli-Q (500 uL), y se lavé dos veces con 500
ML de agua haciéndolo pasar a través de la membrana por centrifugacion a 14000
g durante 10 min. En el siguiente paso, el MICROCON ® se invirtio y se centrifugd
durante 3 min a 1000 g. Utilizando el MICROCON ® asi preparado se intercambid
el disolvente de la solucion de anticuerpo pasando de PBS-azida a tampodn de
recubrimiento. Para ello, se elimino, por centrifugacion (14000 g, 30 min), el
disolvente de 400 yL de la solucién de anti-AGP en PBS-azida (1 mg/mL). A
continuacion, se anadié sobre el anticuerpo retenido en la membrana un volumen
de 400 pL del tampdn de recubrimiento y se centrifugdé a 14000 g durante 30 min.
Posteriormente, el anticuerpo se recogid en un nuevo vial centrifugando el
MICROCON ®, boca abajo durante 3 minutos a 1000 g. Se midi6é el volumen de

anticuerpo recogido y se adicion6 tampodn de recubrimiento hasta un volumen final
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de 250 pL. Esta solucion de anti-AGP se adicion6 al tubo que contenia 10 mg de
MBs lavadas. En el siguiente paso, la mezcla se incubo durante 24 horas a 37 °C
con agitaciéon constante y homogénea (combinando inclinacién y rotacién). Se
retird el sobrenadante, y el material se lavo tres veces con PBS. Por ultimo, los
grupos tosilo sin reaccionar se bloquearon con Tris HCI 0,2 M preparado en PBS
y ajustado a pH 7,4 (12 horas de tiempo de reaccién a 37 °C). Las MBs con
anticuerpo unido (MB-Ab) fueron almacenadas a 4 °C en PBS a pH 74

(conteniendo azida sédica al 0,02% (w:v) como agente bacteriostatico).

Condiciones para la inmunocaptura en linea, preconcentracion y separacién

de las isoformas de AGP.

Cada capilar de electroforesis nuevo fue acondicionado, de forma secuencial, con
NaOH 1 M (10 min), agua Milli-Q (5 min) y tampdn de separacion (BGE) (10 min)
a 1 bar. El BGE utilizado consistié en tricina 10 mM, cloruro sédico 20 mM,
acetato sédico 10 mM, urea 7 M y putrescina 3,9 mM, ajustado a pH 4,5 utilizando
acido acético. Al comienzo de cada dia, el capilar se acondicioné con NaOH 0,1 M
(10 min), agua Milli-Q (5 minutos) y BGE (10 min). Entre analisis el capilar se
acondicion6 a una presion de 1 bar con NaOH 0,1 M (270 s) y con agua Milli-Q
(270 s).

A partir de muestras de suero humano se llevd a cabo una precipitacion acida
para la purificacion de AGP, que consistid en la adiciéon de 10 uL de acido
tricloroacético 1 M a 50 pL de suero (relacion 1:5 v:v). A continuacion, la mezcla
se centrifugéd (3000 g, 5 min) y el sobrenadante se analizé siguiendo el

procedimiento que se describe a continuacion.

El procedimiento de purificacion dentro del capilar consistié en 8 pasos. Paso 1:
captura de las MB-Ab por el campo magnético; se inyecta una suspension de 1
mg/ml MB-Ab durante 240 s a baja presion (100 mbar). Paso 2: lavado con BGE
(300 s, 1 bar). Paso 3: aislamiento de la glicoproteina; la muestra sometida a
pretratamiento acido se inyecta durante 500 s a 100 mbar, quedando la AGP

retenida en las MB-Ab. Paso 4: lavado con H>O durante 60 s a 1 bar. Paso 5:
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inyeccion de BGE desde el extremo de salida del capilar durante 480 s a 100
mbar. Paso 6: inyeccion de CH3;OH/H,O (1:3 v/v), durante 35 segundos a 50
mbar. Paso 7: elucion y separacion por aplicacion de 30 kV con polaridad directa
(polaridad negativa a la salida) a 35 °C detectando las isoformas a 214 nm. Paso
8: eliminacion de las MB-Ab a 5,5 bar empleando agua Milli-Q (30 s) y NaOH 0,1
M (30 s).

Los resultados obtenidos en el analisis por quintuplicado de una muestra de suero
de un individuo sano, se resumen en la siguiente tabla. En ella se recoge el valor
medio del porcentaje de area corregida relativa para cada una de las isoformas
(picos) de AGP observadas en el electroforegrama de la Fig. 2, junto con su
desviacion estandar relativa (RSD); la tabla incluye también los valores de RSD
para el tiempo de migracion de cada una de las isoformas. El area corregida se

calcula multiplicando el area de pico por su velocidad electroforética aparente.

N° de pico de Porcentaje de RSD porcentaje de RSD tiempo de
AGP area (%) area (%) migracion (%)
1 0,8 11,2 3,9

2 2,0 2,8 3,7

3 5,0 0,9 3,6

4 13,1 0,5 3,5

5 22,7 0,3 3,4

6 25,4 0,5 3,3

7 18,8 0,4 3,2

8 8,7 1,1 3,1

9 2,8 3,9 3,1

10 0,8 8,8 3,0
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la separacion y determinacién de al menos una isoforma
de una glicoproteina en una muestra de fluido bioldgico por electroforesis capilar,
dicho método caracterizado porque comprende los siguientes pasos:

(a) inyeccidn en un capilar de electroforesis de una fase inmunoadsorbente
para la inmovilizacibn de la fase inmunoadsorbente en el capilar de
electroforesis;

(b)  inyeccidn de la muestra de fluido biolégico que contiene la glicoproteina en
dicho capilar de electroforesis para la retencion de la glicoproteina en la
fase inmunoadsorbente;

(c) inyeccidén de una disolucién que contiene un agente disruptor de la union
anticuerpo-glicoproteina en dicho capilar de electroforesis para la desorcion
de la glicoproteina de la fase inmunoadsorbente;

(d) inyeccién en dicho capilar de electroforesis de una disolucién que permita
inducir un efecto de enfoque de la glicoproteina al aplicar un campo
eléctrico;

(e) aplicacién de un campo eléctrico en dicho capilar de electroforesis para
separar al menos una isoforma de la glicoproteina; y

() deteccion de dicha(s) isoforma(s) de la glicoproteina.

2. El método segun la reivindicacion 1 caracterizado porque la glicoproteina

es la a-1-glicoproteina acida.

3. El método segun las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque la

muestra de fluido bioldgico es suero o plasma.
4. El método segun las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la fase
inmunoadsorbente esta formada por anticuerpos especificos frente a Ia

glicoproteina de interés, unidos covalentemente a particulas magnéticas.

5. El método segun la reivindicacién 4, caracterizado porque los citados

anticuerpos son anti-a-1-glicoproteina acida.
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6. El método segun las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque en el
paso (a), la fase inmunoadsorbente se inmoviliza dentro del capilar de

electroforesis mediante la aplicacion de un campo magnético.

7. El método segun las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque la
inyeccion de la fase inmunoadsorbente del paso (a) se realiza a partir de una
suspension de 1 mg/mL de esta fase en un tampon fosfato salino durante un

tiempo de 240 segundos y a una presion de 100 mbares.

8. El método segun las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el paso
(a) también comprende la activacion de los anticuerpos mediante la inyeccion de

un tampon acido.

9. El método segun la reivindicacion 8, caracterizado porque el citado tampon
acido utilizado consiste en una mezcla de tricina 10 mM, cloruro de sodio 20 mM,

acetato de sodio 10 mM, urea 7 M y putrescina 3,9 mM ajustado a pH 4,5.

10. El método segun las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque la
inyeccion de la muestra de fluido biolégico que contiene la glicoproteina en el

paso (b) se realiza en un tiempo de 500 s a una presién de 100 mbar.

11.  El método segun las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque la
muestra de fluido biolégico que contiene la glicoproteina ha sido previamente

acidificada y centrifugada antes de ser inyectada en el capilar de electroforesis.

12. El método segun las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque se

realiza un lavado entre los pasos (b) y (c).

13. El método segun las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque el
agente disruptor utilizado en el paso (c) es un tampdn acido formado por una
mezcla de 10 mM tricina, 20 mM cloruro de sodio, 10 mM acetato de sodio, urea 7

My 3,9 mM putrescina, ajustado a pH 4,5.
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14. El método segun la reivindicacién 13 caracterizado porque el citado agente

disruptor se inyecta desde el extremo de salida del capilar de electroforesis.

15. El método segun las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque la
disolucién utilizada en el paso (d) tiene una conductividad inferior a la disolucién

utilizada en el paso (c).

16. El método segun la reivindicacion 15 caracterizado porque la disolucion

utilizada en el paso (d) es una mezcla metanol/agua en una relacién 1/3 v/v.

17. El método segun las reivindicaciones 1 a 16, caracterizado porque el

campo eléctrico aplicado en el paso (e) es de 333 V/cm.

18. El método segun las reivindicaciones 1 a 17, caracterizado porque la
determinacién de las isoformas de la glicoproteina se realiza cuantificando el

porcentaje de area corregida de cada isoforma respecto al area total.

19. Un aparato para la separacion de glicoproteinas segun el método descrito

en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque comprende

los siguientes elementos:

a) un capilar de electroforesis,

b) una fase inmunoadsorbente que contiene anticuerpos especificos frente a
la glicoproteina de interés, y

C) un dispositivo magnético que permite inmovilizar la fase inmunoadsorbente

en el interior del capilar de electroforesis.

20. El aparato segun la reivindicacion 19 caracterizado porque el capilar de

electroforesis utilizado es un capilar de silice fundida no recubierto.
21. El aparato segun las reivindicaciones 19 y 20, caracterizado porque el

citado capilar de electroforesis es de 90 cm de longitud y 75 micras de diametro

interno.
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22. El aparato segun las reivindicaciones 19 a 21, caracterizado porque el
citado dispositivo magnético descrito en (c) esta formado por dos imanes y un
dispositivo de sujecion que mantiene los imanes separados entre si a una
distancia comprendida entre 0,1 y 100 mm y sujeta el capilar entre los dos

imanes.

23. El aparato segun la reivindicacion 22 caracterizado porque los dos imanes

son imanes de disco de Nd-Fe-B, de 9 mm de diametro y 5 mm de grosor.

24.  Uso del perfil electroforético de al menos una isoforma de la glicoproteina
obtenido utilizando el método descrito en cualquiera de las reivindicaciones 1 a
18, como biomarcador de enfermedades que causan cambios, a nivel fisioldgico,

en el perfil electroforético de dicha isoforma de la glicoproteina.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201131528

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 PUERTA A., DIEZ-MASA J. C., MARTIN-ALVAREZ P. J, 02.2011
MARTIN-VENTURA J. L., BARBAS C., TUNON J., EGIDO J., DE
FRUTOS M. “Study of the capillary electrophoresis profile of intact
alpha-1-acid glycoprotein isoforms as a biomarker of
atherothrombosis.” Analyst (2011 Feb.) Vol. 136,

paginas 816-822. Todo el documento.

D02 ONGAY S., LACUNZA |., DIEZ-MASA J. C., DE FRUTOS M. 2010
“Development of a fast and simple immunochromatographic
method to purify alpha 1-acid glycoprotein from serum for analysis
of its isoforms by capillary electrophoresis.” Analytica Chimica
Acta (2010) Vol. 663, paginas 206-212. Todo el documento.

D03 ES 2328172 T3 (PETER HERMENTIN) 16.07.2008

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud de invencion consiste en un procedimiento de separacion y determinaciéon de las isoformas de una
glicoproteina en una muestra de fluido biolégico mediante electroforesis capilar (reivindicaciones 1-18), el aparato para
realizar dicho procedimiento (reivindicaciones 19-23) y el uso del perfil electroforético de las isoformas obtenido con dicho
procedimiento (reivindicacion 24).

El documento D01 consiste en un estudio sobre las diferencias en el perfil de electroforesis capilar de zona de las isoformas
de alfa 1- glicoproteina acida (AGP) intacta entre individuos sanos y pacientes con aterotrombosis (ver todo el documento).

El documento DO2 consiste en un estudio de la viabilidad de diferentes métodos para la purificacion de la alfa 1-
glicoproteina acida (AGP) a partir de suero humano para el andlisis de sus isoformas (ver todo el documento).

El documento D03 consiste en un procedimiento de caracterizacion de la calidad de las sialoglicoproteinas, y determinacion
de la biodisponibilidad de dichas sialoglicoproteinas mediante electroforesis capilar de zona que se basa en el niumero de
isoformas. Dicho método puede utilizarse tanto para glicoproteinas endégenas como también glicoproteinas exégenas,
como alpha-1-glicoproteina acida humana (ver todo el documento).

1.- NOVEDAD (Art. 6.1 Ley 11/1986) Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 Ley 11/1986).

1.1.- Reivindicaciones 1-24.

Ninguno de los documentos citados, tomados solos o en combinacién, revelan la invencién definida en las reivindicaciones
1-24. Ademas, en los documentos citados no hay sugerencias que dirijan al experto en la materia hacia la invencion definida

por las reivindicaciones 1-24.

Por lo tanto, los documentos D01-D03 son solo documentos que reflejan el estado de la técnica. En consecuencia la
invencion es nueva y se considera que implica actividad inventiva en el sentido de los articulos 6.1 y 8.1 Ley 11/1986.
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